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Uber den Harnstoffgehalt der Pilze. 


Von 


Nicolaus N. [wanoff. 
(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der Universitat zu Petersburg.) 


(Eingegangen am 1. November 1922.) 


Nachdem Bamberger. und Landsiedl') 1903 in den Pilzen Harnstoff 
vorgefunden hatten, haben sich eine Reihe von Gelehrten fiir die Frage 
nach dem Harnstoffgehalt bei Pflanzen interessiert. 


Gaze*), welcher sich zum Ziel gesetzt hatte, Harnstoff aus verschiedenen 
Arten von Lycoperdon zu erhalten, hat denselben nicht nur aus reifen 
Exemplaren von Lycoperdon bovista, wie es bereits Bamberger und Landsiedl 
getan hatten, sondern auch aus unreifen abgeschieden. Diese letzte Beob- 
achtung wurde in einer neuen Arbeit von Bamberger und Landsiedl*) nicht 
bestitigt. Gleich die ersten Untersuchungen ergaben widersprechende 
Ergebnisse beziiglich des Harnstoffgehalts bei ein und denselben Arten. 
AuBerdem hatte Gaze bei einem Vertreter von Lycoperdon cervinum iiber- 
haupt keinen Harnstoff vorgefunden. Goris und Mascré*) hatten eine 
groBe Zahl von Harnstoffbestimmungen bei Pilzen ausgefiihrt, die eben- 
falls eine Reihe von Widerspriichen ergeben hatten. So z. B. enthielten 
die reifen Pilze des Champignons (Psalliota campestris) Harnstoff bis zu 
4,3% der Trockensubstanz, wiahrend in den jungen Fruchtkérpern die 
Harnstoffmenge geringer war. Dieselbe Pilzart, in der Umgegend von 
Paris kultiviert, hatte keine Spur Harnstoff. Bei weiteren Bestimmungen 
hatten Goris und Mascré5) selbst bei den Vertretern der Lycoperdonen 
keinen Harnstoff vorgefunden, bei denen sie denselben friiher nachgewiesen 
hatten. ,,Nous ne l’avous pas retrouvée non plus dans Lycoperdon Bovista 
et Lyc. gemmatum Fl., ou Bamberger et Landsiedl Vavaient signalée.“ 


Ein solcher Widerspruch im Harnstoffbefund erforderte eine Auf- 
klarung der Ursache dieser Erscheinung. Im Jahre 1917, als ich die 
Umsetzung der Stickstoffsubstanzen beim Reifen von Lycoperdon 
piriforme untersuchte, hatte ich auf das Vorkommen von Harnstoff in 
diesem Pilze hingewiesen*®), und daB die Harnstoffmenge beim Reifen 
der vom Myzel entfernten Fruchtkérper steigt. In letzter Zeit bin ich 


1) Bamberger und Landsiedl, Monatsh. f. Chem. 24, 218, 1903. 

2) R. Gaze, Arch. d. Pharm. 248, 78, 1905. 

3) M. Bamberger und Landsiedl, Monatsh. f. Chem. 26, 1109, 1905. 
4) A. Goris et Mascré, C. r. 147, 1488, 1908. 

5) Dieselben, ebendaselbst 158, 1082, 1911. 

6) N. Iwanoff, Journ. de la Soe. botanique de Russie 2, 129, 1917. 


Biochemische Zeitschrift Band 136. ] 


~— 


~— 


\4 














2 N. N. Iwanoff: 


unter Zuhilfenahme der empfindlichen Harnstoffbestimmungsmethod 
von Fosse!) zu dem Schlusse gekommen?), daB die Anreicherung 
von Harnstoff wihrend des Wachstums des Pilzes stattfindet; daB ih 
Maximum zu Anfang der Reife erreicht ist, wahrend die Harnstoff- 
menge zum Moment der vélligen Reife in den Sporen bis auf Null sinkt 
Wahrend des Sommers und Herbstes dieses Jahres hatte ich Gelegenheit. 
Fruchtkérper verschiedener Arten von Lycoperdon bei verschiedenen 
Reifestufen auf den Harnstoffgehalt zu untersuchen ; auBerdem erreichte 
ich das Nachreifen der Fruchtkérper durch Versuchsbedingungen 
und verfolgte wiaihrend dieses ganzen Prozesses die Verinderung des 
Harnstoffgehalts. Im nachstehenden fiihre ich die mit verschiedenen 
Pilzen bei verschiedenen Reifungsstufen erzielten Ergebnisse aus; ich 
glaube, dafs durch die Resultate meiner Versuche die Widerspriiche 
bei den Arbeiten der oben genannten Autoren geklairt werden. Die 
Benutzung der Fosseschen Methode erméglichte mir zu konstatieren. 
da die Harnstoffmenge eine ungeheuere Ziffer e.reichen kann, bis zu 
11,16 % des Trockengewichts des Pilzes. Die genaue Bestimmung der Pilz- 
arten, die ich zu analysieren hatte, verdanke ich dem russischen Myko- 
logen Herrn Prof. A. Jaczewsky und seinem Gehilfen Herrn Prof. 
N. Naumoff, denen ich hiermit meinen innigsten Dank ausspreche. 
Die Harnstoffbestimmung wurde in folgender Weise ausgefiihrt: die 
Fruchtkérper wurden mit Wasser abgewaschen, mit Filtrierpapier ab- 
gerieben, in kleine Stiicke zerteilt und auf Glas im Thermostaten bei 
40° schnell getrocknet, dann zu Pulver zerrieben und zum konstanten 
Gewichte bei 100 bis 105° C gebracht. Die Substanz wurde zweimal mit 
Wasser auf dem Wasserbade je 1, Stunde extrahiert, der Riickstand 
abfiltriert. Ein Teil des Filtrats wurde zur Harnstoffbestimmung ver- 
wendet ; die Probe wurde auf dem Wasserbade bis zu 2 cem abgedampft, 
mit Kisessig behandelt und filtriert; dem Filtrate wurde so viel Wasser 
zugesetzt als erforderlich war, die Essigsiurekonzentration auf 70%, 
herabzusetzen. Zuletzt wurden 1 bis 2ccm einer 10 proz. methyl- 
alkoholischen Lésung von Xanthhydrol hinzugefiigt; der entstandene 
kristallinische Niederschlag wurde nach einigen Stunden abfiltriert, mit 
Alkohol auf der Nutsche gewaschen, bei 100°C getrocknet. Die Menge 
des Dixanthylharnstoffs wurde gewogen und daraus der Gehalt des 
Harnstoffs der Probe berechnet. Das Abdampfen und die Fallung mit 
Essigsiiure wurde vorgenommen, weil im Wasserextrakt der Pilze eine 
schleimige Substanz, das Viskosin, in Lésung ist, die durch Essigsiure 
gefallt wird. Durch die Anwendung solcher MaBregeln kann man 
aiuBerst genaue Resultate erzielen. Durch Kontrollversuche wurde fest- 

1) R. Fosse, C. r. 1912—1913; Ann. de l’Inst. Pasteur 80, 1, 1916; 


84, 715, 1920. 
2) N. Iwanoff, diese Zeitschr. 185, 1, 1923. 
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Harnstoffgehalt der Pilze. 3 


vestellt, dag weder das Trocknen noch das Extrahieren des Pilzmaterials 
vuf dem Wasserbade in irgend einer Weise beeinflussend auf den Harn- 
toff einwirkt ; ebenso inaktiv erwies sich auch die Urease: der aus den 
Pilzen ausgepreBte Saft kann tagelang im Thermostaten mit Toluol 
stehen, ohne da® die Harnstoffmenge verindert wird. 


Lycoperdon saccatum. 
Versuch 1. Pilzteile von vier verschiedenen Reifegraden wurden ge- 
trocknet bei 40 und 105°, zu Pulver zerrieben und zweimal auf dem Wasser- 
bade extrahiert. Im Filtrat wurde der Harnstoff bestimmt. 





2 cm : Dixanthyl- ly Harnstoff 
cf Trockens harnstoff- Harnstoft auf 

£2 Reifungsmerkmale gewicht niederschlag in mg Trockens 
2 ss = 6 in mg substanz 
I weibe 2.4193 262.5 37,4 15 

II | weiBe, groBe 3,2855 5311 75,8 2.3 

III |} gelblich am Durchschnitt 0.9880 197.5 28,2 2.8 

IV schwarz, vollig reif 13,5000 Spuren 0 0 


Schon im ersten Versuch machte sich das Ansteigen der Harnstoff- 
menge nach dem Reifegrade bemerkbar und dessen Fehlen bei ausgereiften 
Pilzen. 

Lycoperdon piriforme. 

Versuch 2. Es wurden vier Proben von verschiedener Reife, bezeichnet 
mit I bis LV (jung bis reif), untersucht. [Im Wasserextrakt wurde der Harn- 
stoff bestimmt. Die Resultate sind in folgender Tabelle zusammen- 
gestellt. 





Reifungsstufe Trockengewicht Dixanthylharnstoff- Harastoffmenge lb Harnstoff auf 


in g niederschlag in mg in mg Trockensubstanz 
ORR BS phous: 1,8223 Spur 0 0 
. Sra 3,8845 311,0 44.4 1.1 
| Se 1.8837 610,5 87,1 4.6 
aa 4.4390 22,4 3,2 9.07 


Wie bei Versuch | wurde ein Ansteigen der Harnstoffmenge von Null 
bis zu 4,6 % in reifenden Pilzen und das nahezu vollige Verschwinden des 
Harnstoffs in reifen festgestellt. 


Lycoperdon gemmatum. 


Versuch 3. Es wurden Fruchtkorper von zwei Reifestufen verwendet, 





in denen der Harnstoff bestimmt wurde. ‘ 

‘ i Trockengewicht | Dixanthylharnstoff-| Harnstoffmenge %» Harnstoff 
Reifungsstute in g menge in g in mg auf Trockengewicht 
aaa 1,14 0,842 120.7 10,7 
Bee et 2 1,32 0,566 80.8 6.1 


1) Portion IV war vollig reif, III mit gelbwerdender Mitte. 


1* 











4 N. N. Iwanoff: 


Bei diesem Versuch wurden keine ganz jungen und vdéllig reifen Exem 
plare analysiert, trotzdem nimmt wihrend des Reifeprozesses die Harnstoff 
menge von 10,7 bis zu 6,1% ab. Auffallig ist bei dieser Pilzart der hoh« 
Harnstoffgehalt von 10,7%, wahrend Bamberger und Landsiedl (1. c.) sein 
Vorkommen in ihrer ersten Arbeit nur konstatiert haben. 


Lycoperdon molle. 
Versuch 4. Es wurden Fruchtkérper von fiinf verschiedenen Reife 
stufen getrocknet und zur Harnstoffbestimmung, wie oben beschrieben, 
verwandt. Die Resultate sind in der Tabelle zusammengestellt. 





E) ; , Harnstoti 
a2 -kens Dixanthyl- 

332 Reifemerkmale pa hs 5 yg <a 
2 e in g schlag in mg gewicht 
I junge, weiBe 6,5130 1127,0 160,8 2,5 

Il | véllig wei8 i. Durchschn. | 2,1032 536,8 76,6 3,64 
Til leicht gelb 1,4855 494.3 70,6 4,75 
IV gelb mit diff. Kapillitium = 2,8198 1820,3 260,0 9,22 

Vv reif, mit viel Sporen 2,2526 214,0 30,6 1,36 


Ein ahnliches Ergebnis wie bei den vorigen Arten, die Harnstoff- 
menge erreicht 9,22%. Bei Versuch 4 beobachtete ich die Harnstoff- 
ansammlung in Fruchtkérpern, die ins Reifestadium iibergingen; im folgen- 
den Versuch wurden reife Pilze untersucht und die Harnstoffumsetzung 
bei fortschreitendem Reifen beobachtet. 

Versuch 5. Fruchtk6rper von Lycoperdon molle, die anfingen, gelb 
zu werden, wurden der Lange nach in zwei Teile von je 50 g zerschnitten. 

I. Sofort fein zerschnitten, bei 40 und 100° getrocknet. 

II. 3 Tage zum Nachreifen auf Filtrierpapier gelassen, dann wie I. 
getrocknet, Trockengewicht 2,8198 ¢; zweimalige Extraktion auf dem Wasser- 
bade und Harnstoffbestimmung. 





Dixanthylharnstofls | tismstoff | 0, Harnstoff auf 

sar bee in mg Frockengewicht 
rei Bek eee 1,8203 260.0 9,22 
ea che a ae ec 1.3234 189,0 6,70 


Unter diesen Versuchsbedingungen, bei fortschreitendem Reifen, 
sank die Harnstoffmenge von 9,22 auf 6,70% Trockengewicht; folglich 
hatten die Pilze zur Zeit des Ubergangs zur Reife den héchsten Harnstoff- 
gehalt. 

Lycoperdon marginatum. 

Versuch 6. Es wurde vom reifenden Fruchtkérper, Lycoperdon margi- 

natum, 57,6 g getrocknet und im Wasserextrakt Harnstoff bestimmt. 





Dixanthylharnstoft- 


Trockengewicht a Harnstoff % Harnstoff auf 
in g “a in mg Trockengewicht 
6,0372 2,4409 352,6 5,84 


Leider wurde der Pilz nur in einem Reifestadium untersucht. 
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Lycoperdon echinatum. 


Versuch 7. Die Fruchtkérper von ganz jungen Exemplaren von Lyco- 
perdon echinatum wurden in zwei Teile geteilt. 
I. Sogleich zerkleinert und getrocknet. 


II. Ganze Exemplare wurden 5 Tage lang auf Papier liegen gelassen, 
dann zerkleinert und getrocknet. 


é In beiden Proben — bzw. I und II — wurde Harnstoff bestimmt: 
I. Keine Spur von Harnstoff. 
’ Trocken- Dixantbyl- /> Harnstoff auf 


gewicht harnstoff Harnstoff Trockengewicht 


Il. 3,6087 g 292,7 mg 41,82 mg 1,16 


Bovista nigrescens. 
Versuch 8. Es wurden vier Fruchtkérper Bovista nigrescens von 
verschiedenen Reifegraden ausgewihlt, getrocknet und auf Harnstoff hin 








untersucht. 
by Trocken- Dixanthyl- Harnstoft 0 aoe 
I 22 Reifemerkmale gewicht harnstoff in mg Trockens 
2 in g In g substanz 
I wei 1.5148 1,0572 150,9 9,96 
II Anfang gelb zu werden  1,1381 0,4123 85,9 7,55 
III ie schwarz zu ,, 1,7920 0,8291 118.4 6,61 
IV vollig schwarz, reif 1.5768 Spuren 0 


Bei diesem Versuch wurden die jiingsten Fruchtkérper nicht analysiert, 
da die Harnstoffmenge darin héchstwahrscheinlich gering ist; das all- 
mahliche Sinken des Harnstoffs bis zum volligen Verschwinden in aus- 
gereiften Pilzen tritt hier sehr deutlich hervor. — Im folgenden Versuch 
wurde die Harnstoffumwandlung in halben Friichten von Bovista nigrescens 
verfolgt und ein Ansteigen des Harnstoffs bis zu 11,16% des Trocken- 
gewichts konstatiert. 

Versuch 9. Exemplare der Gattung Bovista nigrescens bei beginnender 
Reife wurden der Linge nach in zwei Teile von je 18,9 g zerschnitten. 

I. Sofort zerschnitten und bei 40 und 100° getrocknet. 

II. 5 Tage lang auf Papier liegen gelassen, dann getrocknet; nach 
Verreiben zu Pulver und zweimaliger Extraktion auf dem Wasserbade 
wurde die Harnstoffmenge bestimmt. 








Trockengewicht Dixanthylharnstoff Harnstoff ‘lo Harnstoff auf 

in g in g in mg rockengewicht 
l ne ok otk a 1,8637 0.9493 135,5 7,27 
Mee. te 1,7920 1.3321 190,1 11,16 


Im reifenden Pilze stieg die Harnstoffmenge von 7,27 auf 11,16 %,. 
Dieser hohe Harnstoffprozentgehalt erweist sich vorlaufig als Rekord. 
Ich erinnere daran, dali Bamberger und Landsied1 in ihrer ersten Arbeit (I. c.) 
' bei Lycoperdon bovista nur 3,5% Harnstoff gefunden haben. 

Von den iibrigen Vertretern der Gasterales habe ich auf Harnstoff 
nur vollig reife Exemplare Scleroderma vulgare analysiert und keinen 
Harnstoff darin gefunden. Aber das negative Resultat bei einem reifen 
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Exemplare beantwortet noch nicht die Frage des Harnstoffbefundes diese: 
Art, es miissen auch die anderen Reifestufen untersucht werden. Zu nega 
tiven Resultaten gelang ich auch, als ich das Sklerotium des Mutterkorn: 
(Claviceps purpurea) und einiger Vertreter der Myxomycetes (Brefeldia 
maxima und Reticularia Lycoperdonii) auf Harnstoff hin analysierte, 
aber diese Resultate sind noch nicht vollig ausschlaggebend. Positiv: 
Resultate habe ich bei einzelnen Vertretern der Lamellenpilze (Agari 
caceae) erzielt. — Zuerst zeigt der Versuch 10 an Champignons (Psalliota 
campestris) verschiedener Reifegrade, wie sich die Harnstoffmenge wihrend 
des Reifens andert und bis zu 6,18 % des Trockengewichts erreichen kann 


Psalliota campestris. 

Versuch 10. Es wurden junge Exemplare von Waldchampignons 
(Durchmesser des Hutes 3 cm) und reifere (Durchmesser des Hutes 7 cm) 
gewihlt, fein zerschnitten, getrocknet bei 40°, zu Pulver verrieben und 
zum konstanten Gewicht bei 100° gebracht. 

Das Pulver wurde zweimal auf dem Wasserbade extrahiert, der Nieder- 
schlag mit Wasser gewaschen, im Filtrat der Harnstoff bestimmt. 





Trockengewicht | Dixanthylharnstoff Harnstoff °/9 Harnstoff auf 


in g in mg in mg Trockengewicht 
Junge 2.6620 282,5 40,3 151 
Reifende . ‘ 2.1416 925.9 132.3 6,18 


Zur Zeit der Reife war die Harnstoffmenge bis zu 6,18% gestiegen. 
Ich bin iiberzeugt, daB die Harnstoffmenge noch geringer als 1,51% aus- 
fallen wiirde, wenn zum Versuch noch jiingere Fruchtkérper gewahlt waren. 
Vielleicht erklaren sich durch den wechselnden Reifegrad des Untersuchungs- 
materials die Widerspriiche der ungleichmaBig ausfallenden Analysen von 
Goris und Mascré (|. c.), die in kultivierten Champignons sowohl 4,3 % 
Harnstoff, als auch harnstofffreie Ergebnisse feststellten. Hieraus folgt 
deutlich, da es nétig ist, verschiedene Reifestufen des Pilzes zu unter- 
suchen, um das Fehlen des Harnstoffs zu konstatieren. 

Zum Versuch 11 wurden Fruchtkérper von Champignons einer anderen 
Art gewahlt, nimlich von Psalliota pratensis, die dem kultivierten Cham- 
pignon ahnlich ist; es wurde je ein Fruchtkérper bei fiinf verschiedenen 
Altersstufen untersucht, angefangen bei einem jungen von 2 g und geendet 
mit einem reifen von 65g. Alle Pilze stammten von einem Myzel. 

Versuch 11. Fiinf Exemplare Psalliota pratensis wurden, wie im 
vorigen Versuch beschrieben, behandelt; die Resultate sind in folgender 
Tabelle zusammengestellt. 





Trockengewicht Dinanthels Harnstoffmenge Harnstoffmenge °/p ae 


Reifungs- eines harnsto' in mg auf 10g au 
stufe Exemplars niederschlag in cinem Trockens Trocken- 
in g in mg Exemplar substanz in mg substanz 
:.:..1 oe 64 0,9 39 0,39 
Il... 0,6065 23,6 3.4 56 0,56 
ggg 2.4496 2761 | 394 161 1,61 
IV... 29907 175,2 25,0 84 0,84 


vv... 69481 155.1 | 220 36 0,36 
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Harnstoffgehalt der Pilze. 


Die Harnstoffmenge steigt zunaichst mit dem Alter, um danach zu 
sinken. Somit wiederholt sich hier derselbe Fall wie beim Reifen der Lyco- 
perdone. 

Pholiota spectabilis und squarrosa, 


Versuch 12. A. Junge (3 bis 4cem Durchmesser) und reifende (9 bis 
10 em Durchmesser) Fruchtkérper, Pholiota spectabilis, wurden zerschnitten, 
getrocknet, zu Pulver zerrieben und zur Harnstoffbestimmung verwendet. 





. d Trockengewicht Dixantbylharnstoff Harnstoff °), Harnstoff auf 
Reifungsstute in g in mg in mg Trockengewicht 
wunge 2. 4.5959 Spuren 0 0 
Reifende .. . 2.8118 481.9 68.8 2,45 


B. Eine ahnliche Harnstoffbestimmung wurde mit jungen und reifenden 
Exemplaren Pholiota squarrosa vorgenommen. In jungen Exemplaren 
wurde kein Harnstoff vorgefunden, in reifenden wurde er nachgewiesen, 
ist aber nicht quantitativ bestimmt worden. 


Cortinarius violaceus. 

Versuch 13. Aus einem erweiterten sklerotisierten Stiele des Pilzes 
Cortinarius violaceus wuchsen kleine Fruchtkérper hervor. Zur Harnstoff- 
bestimmung wurden sowohl die Fruchtkérper als auch der sklerotisierte 
Stiel genommen. 

Trockengewicht der Fruchtkorper. . . . 0,7658 g 
‘“s des Sklerotiums ... . 10,8474¢ 


Harnstoffmenge auf Trockengewicht: 


im Fruchtkoérper ...... . . 0,51% 
) IONE ca Soe 2 Oe 


Auffallig ist der schroffe Unterschied des Harnstoffgehalts zwischen 
dem sklerotisierten, im Ruhestadium stehenden Stiele und den Frucht- 
kérpern dieses Pilzes im aktiven Zustande, in denen die Harnstoffmenge 
um mehr als das Dreifache iibersteigt (51 statt 15). 

Zum SchluB muB bemerkt werden, dab die Harnstoffmenge selbst bei 
einer Gattung Lycoperdon stark bei dessen verschiedenen Arten variiert, 
schwankend von 1,16°%, bei Lycoperdon echinatum bis zu 10,7°%, bei 
Lycoperdon gemmatum. Bei der Gattung Psalliota sind Schwankungen 
zwischen Psalliota pratensis von 1,61°%, und Psalliota campestris zu 
6.18% des Trockengewichts beobachtet. Ebenso ist ein Unterschied 
im Harnstoffgehalt bei den Arten der Gattung Pholiota zu notieren. 
AuBer von der zu untersuchenden Art, hangt die Harnstoffmenge 
auch vom Alter der Pilze ab: sie fehlt im Jungenstadium, ihr Maximum 
wird zu Anfang der Reife erreicht und sinkt dann wieder bis auf Null 
bei volliger Reife. 

Im Ruhezustand des Pilzes mit ausgebildeten Sporen (s. skleroti- 
sierter Stiel von Cortinarius violaceus, Versuch 13), ist der Harnstoff- 
befund wesentlich geringer gewesen. Zur Zeit der héchsten Lebens- 
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8 N. N. Iwanoff: Harnstoffgehalt der Pilze. 


tatigkeit, d.h. wahrend der einsetzenden Sporung, erreicht die Harn- 
stoffmenge ihr Maximum. Ich fiihre weiterhin den maximalen Prozent- 
gehalt des Harnstoffs an, den ich bei verschiedenen Vertretern der 
Gasterales und Agaricaceae gefunden habe. Die Lésung der Frage nach 
der Harnstoffbildung bei Pilzen soll die naichste Abhandlung bringen. 





Maximal beobachtete 


Benennung der Pilze “9 Harnstoffgehalt 

aut Trockengewicht 
Lycoperdon saccatum .......... 2,85 
a DIPIONNO 05 Lae ais sk Se 4,62 
Re a 10,79 
i yatta Sli Naa NN a 9,22 
» merqnmatum. ........ 5,84 
* OM eres Gwe 1,16 
Boviaht Migreseens wi ew 11,16 
Pebiiota campoesitis . 2... 6k i es 6,18 
mm MNENIRCONokst hua ao 1,61 
Phonote. epectanilis ......... os ese 2,45 
CoPtimAtiUs ViOIGCCUR 8k ok 0.51 
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Uber die Bildung des” Harnstoffs in Pilzen. 


Von 


Nicolaus N. Iwanoff. 
(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der Universitat zu Petersburg.) 


(Eingegangen am 1. November 1922.) 


Im Jahre 1901 schrieb Reinke?). 

,Ja Harnstoff niemals in Pflanzenzellen gefunden wird, so ist der 
Gedanke nicht fernliegend, daB dies unzweifelhaft durch Zersetzung von 
EiweiBstoffen entstehende Amid in den Pflanzen durch kohlensaures 
Ammon und Asparagin vertreten wird.‘‘ Es waren nur zwei Jahre nach 
Veroffentlichung des Buches von Reinke vergangen, als die dsterreichischen 
Chemiker Bamberger und Landsiedl*) in den Pilzen Lycoperdon bovista 
und gemmatum Harnstoff in einer Menge bis zu 3,5°% fanden. Die ge- 
nannten Autoren versuchten anfangs, das Vorkommen von Harnstoff 
durch zufalliges Eindringen aus dem Boden zu erkliren, aber seine Ab- 
wesenheit im Boden bewies ihnen, daS der Harnstoff ein normales Stoff- 
wechselprodukt dieser Pilze darstelle. Goris und Mascré*), die die Bildung 
des Harnstoffs in Pilzen einer Beobachtung unterzogen, nahmen an, dab 
er in Pilzen wahrend der Periode des Eintrocknens entstehe, und zwar 
daB in einigen Pilzen eine stickstoffhaltige Substanz vorhanden sei, die 
bei der Umsetzung unter anderen Abbauprodukten Harnstoff ergibt. 
Genannte Autoren stellten weiterhin die Harnstoffbildung in der lebenden 
Pflanze wahrend der normalen Ernihrung in Zweifel. Den Tierphysiologen 
ist gut bekannt, daB sich Harnstoff aus Produkten der Hydrolyse der 
EiweiBstoffe bilden kann — niamlich aus Arginin durch Einwirkung des 
Ferments Arginase *) — , desgleichen durch Oxydationssynthese aus Ammoniak 
und einer Reihe organischer Verbindungen. Daf die Pflanzen den erst- 
genannten Weg der Harnstoffbildung benutzen, ist zweifellos, besonders 
in Anbetracht der weiten Verbreitung der Arginase. Der groBe Harnstoff- 
gehalt aber, der sich in den Pilzen bis zu 11,6% vorfindet, wie aus meiner 
vorigen Arbeit zu ersehen ist, kann keinesfalls aus Arginin allein entstanden 
sein >), Es mu§ dafiir noch eine andere Erklarung gefunden werden. A. Kiesel 


1) J. Reinke, Einleitung in die theoretische Biologie. 8. 241, 1901. 

2) M. Bamberger und A. Landsiedl, Monatsh. f. Chem. 24, 218, 1903. 

3) A. Goris et Mascré, C. r. 147, 1488, 1908; 158, 1082, 1911. 

4) Diese Frage umfaBt eine groBe Literatur; s. die letzten Arbeiten 
auf diesem Gebiete von A. Kiesel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 118, 247— 300, 
1922. 

5) N. N. Iwanoff, diese Zeitschr. 136, 1, 1923. 
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10 N. N. Lwanoff: 


versuchte den Weg der fermentativen Harnstoffsynthese in Pflanzen aus 
Ammoniumearbonat nach folgender Gleichung einzuschlagen: 
NH,.0.C0.0.NH, = NH,O.CO.NH, <2 NH,.CO.NH,, 

Der Autor war der Meinung, da dieser ProzeB riickwirkend sei 
in bezug auf den unter dem EinfluB der Urease verlaufenden Zerfall 
des Harnstoffs. Solch eine Anhydridbildung des Harnstoffs wurde noch 
von Nencki!) und Schmiedeberg?) angenommen. Kiesel kam aber nach 
einer Reihe von diesbeziiglichen Versuchen zu negativen Resultaten. 
Die Unmdglichkeit der Harnstoffdarstellung auf fermentativem Wege 
kann noch nicht als feststehend angesehen werden, weil fiir synthetische 
Reaktionen besondere schwer vorauszusehende Bedingungen notig sind ; 
trotzdem erscheint die Harnstoffsynthese durch Oxydation aus Ammoniak 
bei Gegenwart von oxydierbaren organischen Verbindungen wahrschein- 
licher. Die vortrefflichen Untersuchungen des franzésischen Chemikers 
Fosse behandeln diese Fragen wie itiberhaupt das Vorkommen von Harn- 
stoff in Pflanzen. Fosse*) hat eine besonders empfindliche Methode fiir 
die quantitative Harnstoffbestimmung angegeben und die weite Ver- 
breitung des Harnstoffs im Pflanzenreiche konstatiert. In den meisten 
vom Autor untersuchten Pflanzenobjekten, wie z. B. bei Aspergillus 
niger und Penicillium glaucum, unter sterilen Bedingungen geziichtet, 
wurden nur unbedeutende Harnstoffmengen gefunden; in diesem Falle 
kénnte die Harnstoffbildung mit der Arginasetitigkeit allein zusammen- 
haingen. Wie aber ist eine so groBe Harnstoffanreicherung bis 10 und 11 % 
zu erklaren ? In solchem Falle ist der Harnstoffstickstoff mehr als 30 °%, 
des gesamten Pilzstickstoffs; selbstverstindlich kann in diesen Fallen 
die Annahme nicht zutreffen, da dieser Harnstoff allein aus Arginin 
entstanden sei. In meiner Arbeit iiber die Harnstoffbildung in Lycoper- 
donen habe ich*) konstatiert, daB sich der Harnstoff wahrend eines 
starken Oxydationsprozesses bildet, wobei eine groBe Menge stickstoff- 
freien Materials verbraucht wird, und daB als Material zur Harnstoff- 
bildung labile Stickstoffverbindungen dienen. Die Tierphysiologen 
Béchamp und Hofmeister stellen Harnstoff dar aus Ammoniak oder 
KiweiBstoffen in Gegenwart von stickstoffhaltigen und stickstofffreien 
Substanzen durch Oxydation mit Kaliumpermanganat. Mit der Unter- 
suchung dieser Reaktion beschiftigt sich Fosse (1. c. 1920); mit Zu- 
hilfenahme seiner empfindlichen Reaktion auf Harnstoff hat er gezeigt, 
daB sich Cyansiure unter den Zwischenprodukten befindet >). 


1) M. Nencki, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 5, 890, 1870. 

2) O. Schmiedeberg, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 8, 1, 1877. 

3) R. Fosse, ©. r. 1912—1913; Ann. de I]’Inst. Pasteur 30, 1, 1916; 
34, 715, 1920. 

4) N. N. Iwanoff, diese Zeitschr. 135, 1, 1923. 

5) Siehe auch EZ. D. Werner, Transact. of the Chem. Soe. 117, 1356, 
1920; Dublin Journ. of med. scien. 4, 577. 
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Bildung des Harnstoffs in Pilzen. ll 


Nach Fosse entsteht aus cyansaurem Ammonium durch Isomerisation 
Harnstoff: HCNO + NH, —» NH,CONH,. Bisher ist weder im tierischen 
noch im pflanzlichen Organismus Cyansiure vorgefunden worden, und wir 
wissen noch nicht, ob die Oxydationsreaktion der Harnstoffbildung im 
Organismus so verliuft, wie es bei den Versuchen von Fosse der Fall ist. 
Hieraus ergibt sich die Aufgabe, auf experimentellem Wege festzusteilen, 
ob Pilze, die in groBen Mengen Harnstoff aufspeichern — d. h., die ihn 
nach meiner Auffassung auf oxydativem Wege herstellen —, auch Harn- 
stoff aus Ammoniak bilden kénnen. Ich beschloB deshalb, eine Reihe 
von Versuchen nach dieser Richtung hin anzustellen und fiir diesen Zweck 
meine Methode der Halften') anzuwenden. 

Ich fand, dab die Harnstoffmenge in unreifen Fruchtkérpern von 
Lycoperdonen, die vom Myzel entfernt, bei Zimmertemperatur stehen 
gelassen werden, steigt, im Vergleich zu Pilzteilen, die sofort nach der 
Trennung vom Myzel analysiert wurden. Dieselben Resultate erzielte 
ich, als ich Pilze der Liinge nach in zwei gleiche Teile zerschnitt; dic 
eine Hilfte wurde sofort der Analyse unterworfen, die andere mehrere 
Tage zum Nachreifen liegen gelassen. Diese Methode benutzte ich auch 
fiir diese vorliegende Arbeit. Nach meinen friiheren Versuchen bilden 
die Pilze Harnstoff aus stickstoffhaltigen Substanzen. Mit Hilfe von 
Kontrollversuchen gelang es mir festzustellen, daB in den Pilzen weder 
freies Ammoniak noch dessen Salze in geniigender Menge zur Harnstoff- 
anreicherung vorhanden sind, daher ist es schwer, sich die Harnstoff- 
bildung zu erklaren. Allerdings beweisen Versuche, bei denen es nicht 
gelingt, in schwacher Alkalilésung Ammoniak abzudestillieren, noch 
nicht, daB das gegebene Medium ammoniakfrei ist, das ist be- 
sonders zu beriicksichtigen, wenn das Untersuchungsmaterial, wie es 
bei meinen Versuchen stets der Fall war, kolloidale Koérper enthilt. 
Die Versuche von Bawmann und Wieler?) einerseits, und die von 
Weevers*) andererseits, denen es nicht gelungen war Ammoniak aus 
Kolloide enthaltendem Boden zu isolieren, bestitigen vollstiindig meine 
MutmaBung. Bei den vom Myzel entfernten Fruchtkérpern konnte die 
Harnstoffansammlung nicht weit fortschreiten, da in diesem Falle als 
einschrinkender Faktor der Mangel an Ammoniak mitspricht, den die 
Pilze sonst aus dem Boden schépfen konnten. Aus diesen Erwagungen 
heraus beschloB ich das fehlende Ammoniak den Pilzen entweder in 
Form von gasférmigem Ammoniak, oder in Lésung in Form von Salzen, 
zuzufiihren. Nach der Behandlung mit Ammoniak wurden die Frucht- 
kérper oder ihre Halften einige Tage der Nachreife iiberlassen, wahrend 
dieses Zeitraumes konnte ein Teil des Ammoniaks sich in Harnstoff 
umwandeln. Auf diese Weise ist es gelungen, die Bildung von Harnstoff 


1) N. N. Iwanoff, |. ¢.; diese Zeitschr. 135, 1, 1923. 
2) Baumann und Wieler, Ber. d. deutsch. bot. Ges. 30, 1912. 
3) Th. Weevers, Recueil des Trav. bot. Néerlandais 18, Livr. II, 1916. 
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12 N. N. Iwanoff: 


aus Ammoniak zu konstatieren. Die zum Versuche ausgewiahlten Pilze 
(Lycoperdon saccatum, L. gemmatum, L. piriforme, L. molle) wurden 
zuerst mit destilliertem Wasser gewaschen, mit Filtrierpapier abgerieben 
und so zum Versuche verwendet. Trotzdem die Fruchtkérper einige 
Tage lang der Luft ausgesetzt waren, blieben sie vollstandig gesund, 
es kam kein Schimmel auf. Die Schnittfliche hartete auch schnell 
durch Eintrocknen. Die Methodik der Harnstoffbestimmung war die- 
selbe, die bei der vorigen Arbeit benutzt war: der Harnstoff wurde durch 
Xanthhydrol nach Fosse (I. c.) gefallt. 


Versuch 1. Ein groBes Exemplar Lycoperdon saccatum, zu Beginn 
der Reife, wurde der Lange nach in zwei Teile zu je 9,2 g geschnitten. 

I. Teil befand sich 3 Stunden lang in feuchter Atmosphare unter 
einer Glocke. 

II. Teil 3 Stunden unter einer Glocke, worin eine Schale mit 10 cem 
Ammoniak (das kiufliche, mit der vierfachen Menge Wasser verdiinnt) 
gestellt war. 

Nach der Behandlung blieben beide Teile an der Luft bei Zimmer- 
temperatur wihrend 4 Tagen liegen, sodann wurden sie bei 40 und 105° 
getrocknet, zu Pulver verrieben und mit Wasser zweimal auf dem Wasser- 
bade extrahiert; im Filtrat wurde Harnstoff bestimmt. 

Trockengewicht der Teile 0,9880 g. 





Niederschlag 
ag seer Oy) Harnstoff 
ge Bee ys Harnstoffmenge aut 
: Trockengewicht 
mg mg 
T) eee ee ery 197.5 28,2 2.85 
IJ. Mit Ammoniak bearbeitet 264.0 37.7 3.81 


Wenn die Harnstoffmenge des Kontrollversuchs als 100 angenommen 
wird, so betragt die des ammoniakalischen 133. Es wurde also ein Steigen 
der Harnstoffmenge um 33% in dem mit Ammoniak behandelten Teile 
konstatiert. 

In einer besonderen Probe wurde im Filtrat die Menge des gesamten 
Stickstoffs bestimmt. 

BOR ele ae Rae 
Bis pan eG Aaa 

Nach Waschen mit Wasser wurde in den Resten der Gesamtstickstoff 
bestimmt. 

Das Ergebnis war bei I. 52,8 mg, bei II. 60,0 mg. 


Somit war der Gesamtstickstoff der Proben: 
I... . + 76° meg (62,8 + 22,2) 
II. . . . . 86,3 mg (60,0 + 26,3) 


d. h. wahrend der Behandlung mit Ammoniak wurden in II. absorbiert: 
11,3 mg ammoniakalischen Stickstoffs (86,3—75,0). 

Also hatte sich in II. 9,5 mg Harnstoff mehr (37,7 — 28,2) oder 4,43 mg 
Harnstoffstickstoff mehr als in I. gebildet. 
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Bildung des Harnstoffs in Pilzen. 13 


Zusammenfassend ergibt sich, daB aus 11,3 mg absorbiertem Stickstoff 
4,43 mg in Harnstoff umgesetzt sind, oder 39,2 %. 

Fiir folgende Versuche wurden Fruchtkérper von L. gemmatum ge- 
wahlt, bei denen nach bisherigen Analysen die Harnstoffmenge gréBer als 
bei L. saccatum ist. 


Versuch 2. Die Fruchtkérper von Lycoperdon gemmatum bei be- 
ginnender Sporenbildung wurden der Linge nach in zwei Teile von je 
10,4 g geschnitten. 

I. Teil wurde 7 Stunden unter eine Glocke in feuchte Atmosphiire 
gebracht. 

II. Teil 7 Stunden unter eine Glocke in ammoniakalische Atmosphire 
(eine Schale mit 10 ccm wisserigen Ammoniaks, um das Fiinffache ver- 
diinnt, s. Versuch 1). 

Dann trockneten beide Teile auf Filtrierpapier wahrend 2 Tagen 
bei Zimmertemperatur, danach bei 40 und 105°. Jede Trockenprobe 
wog 1,32 g. Nach Verreibung zu Pulver und zweimaligem Extrahieren 
auf dem Wasserbade wurden 52 ccm einer gelblichen Flissigkeit abfiltriert 
und aus ihr der Harnstoff bestimmt. 





Dixanthyls %y Harnstoff 


Harnstoff 


harnstoff au 

mg mg Trockengewicht 
I, Weentrore ss 495.0 70,7 5.36 
IJ. Mit Ammoniak ..... 565.8 80.8 6,12 


In einer Probe des Filtrats wurde der Gesamtstickstoff bestimmt, 
es ergab: 
: pone. . sw 2a d BET oe 
Il. Ammoniakalisch. . . . . 63,5 mg 


Die Bestimmung des Harnstoffstickstoffs ergab bei: 
I. Kontrolle . . . . 32,96 mg, d.h. 58,1°% N des Filtrats. 
II. Ammoniakalisch . 37,68 ,, Oe ae oe ve 


Somit wird hier in dem mit Ammoniak behandelten Schnitt ebenfalls 
eine Harnstoffzunahme — von 5,36 auf 6,12°4 — beobachtet; auBerdem 
sind 59% Stickstoff im Filtrat auf Harnstoff zu beziehen, d. h. die Haupt- 
menge der léslichen Stickstoffverbindungen, die zur Sporenbildung er- 
forderlich gewesen waren. 

Die Behandlung mit gasformigem Ammoniak ergibt gute Resultate 
in bezug auf die Harnstoffanreicherung; aber weiter ergaben die Versuche, 
da8 eine anhaltendere N H,-Behandlung schon negative Resultate liefert, 
da der gebildete Harnstoff sich zu Ammoniak zersetzt, was mit einem 
Absterben der Pilzgewebe verbunden ist. Um auf den lebenden Pilz schonen- 
der einzuwirken, beobachtete ich im folgenden Versuch die Einwirkung 
des kristallinischen Ammoniumcarbonats, das sich zu Ammoniak zersetzt. 


Versuch 3. Sieben Fruchtkérper von Lycoperdon molle, zu Reife- 
beginn, wurden der Linge nach in zwei Teile von je 14g zerschnitten. 

I. Probe ohne Behandlung mit Ammoniak. 

II. Probe wurde 214 Stunden unter eine Glocke, in der sich eine 
Schale mit 2 g (NH,),CO, befand, gelegt. Nach 3 Tagen wurde der Harn- 
stoff in beiden Fallen, wie bei den vorigen Versuchen, bestimmt. 








sae 








14 N. N. Iwanoff: 
an 6 2 Dixanthyl- °'> Harnstoff 
Trockengewicht harnstoff Harnstoff ists 
g mg my Trockengewicht 
I. Kontrojle ... . 1,1002 223,0 31,8 2,89 
II. Ammonisk ... 11660 267.5 38,2 3,27 


In diesem Versuch wird auch ein Steigen des Harnstoffs von 31,8 bis 
auf 38,2 mg beobachtet. Weiterhin beschloB ich, den Pilzen Ammoniak 
in Form eines in Wasser léslichen Salzes zuzufiihren. Zu diesem Zwecke 
wurden die der Lange nach zerschnittenen Pilze mit der Schnittfliche in 
Kristallisationsschalen gelegt, worin in diinner Schicht fiir den Kontroll- 
versuch Wasser, im anderen Falle 1—2proz. Lésung von milchsaurem 
Ammon gegossen war. Danach wurden die Teile aus der Fliissigkeit ge- 
nommen und nach dreitigigem Reifen auf Harnstoff hin analysiert. 


Versuch 4.  Sechs junge Fruchtkérper von Lycoperdon saccatum 
wurden der Linge nach in zwei Teile zu je 33 g zerschnitten. 

I. Wurde 8 Stunden im Kristallisator in 100 ccm Wasser gelegt. 

Il. Wie I. behandelt, doch war statt Wasser 100 ccm einer 2proz. 
milchsauren Ammoniumlésung genommen. 

Die Pilze wurden dann 3 Tage der Nachreife tberlassen, getrocknet, 
mit Wasser extrahiert; der Harnstoff wurde im Filtrat bestimmt. 





Dixanthyl- 


Trockengewicht harnstoff Harnstoft "lo = 

g mg mg Trockengewicht 
I. Kontrolle. ... 3.2855 531,1 75,79 2,30 
Il. Ammoniak .. . 3.4554 642.6 91,69 2.65 


Wihrend des dreitagigen Nachreifens hatten die Pilze in Versuch II 
15,9 mg mehr Harnstoff als im Kontrollversuch I gebildet. Die Kontroll- 
versuche haben gezeigt, daB aus den Pilzschnitten durch das Eintauchen 
in die Fliissigkeit nur geringe Mengen von Stickstoffverbindungen in Lésung 
gehen; dieser Befund darf nicht auffallen, wenn man beriicksichtigt, daB 
die Versuchspilze sich im lebenden Zustande befinden. 

Versuch 5. Junge Fruchtkérper von Lycoperdon molle wurden der 
Lange nach in zwei Teile zu je 90g zerschnitten. 

I. Wurde 10 Stunden in 100 cem Wasser stehen gelassen. 

II. Ebenso, nur statt Wasser 2proz. Lésung von milchsaurem Ammon. 

Nach dreitigigem Reifen wurden die Pilze getrocknet und auf Harn- 
stoff hin untersucht. 





Trockengewicht Diveatiy Harnstoff *lo erate 
g g mg Trockengewicht 
Sl a 6,5130 0,9487 135,4 2,08 
II. Ammoniak .. , 6,7930 1,3397 191,2 2,81 
Wenn man als Faktor fiir die Harnstoffmenge bei I. (Wasser) = 100 


einsetzt, so ist TI. Ammon = 141. 
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Bildung des Harnstoffs in Pilzen. 15 


Die Bestimmung des Gesamtstickstoffs nach Waschen mit Wasser 
und im Filtrat, in dem Harnstoff bestimmt war, ergab: 





N des Filtrats N des Restes Gesamt-N 
p mg mg mg 
I. Wasser ..... 298, 1 324.6 622.7 
II. Ammoniak .. . 338.7 336.7 675.4 


Im Wasser, in dem die Pilze 10 Stunden gelegen, wurde der Gesamt- 
stickstoff mit 5,2 mg bestimmt. Von 622,7 mg Gesamtstickstoff der Probe I 
wurden mit Wasser nur 5,2 mg extrahiert, Harnstoff wurde hierin nur in 
Spuren gefunden. Die Harnstoffansammlung der ammoniakalischen Probe 
indessen tibertraf die Kontrolle um 55,8 mg (191,2—135,4). Bemerkens- 
wert ist auBerdem noch, da} der Gesamtstickstoff im Filtrat der ammo- 
niakalischen Probe 40,6 mg, der des Harnstoffstickstoffs 26,0 mg (was einem 
Uberschu8 von Harnstoff um 55,8 mg entspricht) mehr als in der Kontrolle 
betrigt, d. h. daB 64°, des absorbierten Ammoniaks zu Harnstoff um- 
gesetzt sind. 

In allen ausgefiihrten Versuchen wurde eine erhéhte Harnstoffbildung 
bei den Proben, denen Ammoniak zugesetzt war, konstatiert; in den nach 
folgenden Versuchen wurde der Harnstoffgehalt in den Pilzen vor der 
Behandlung mit Ammoniak bestimmt. 

Versuch 6. Junge, unreife Exemplare von Lycoperdon piriforme des 
gleichen Alters wurden in drei Portionen von je 36,2 g geteilt. Die Frucht- 
k6rper wurden wihrend des Versuchs nicht zerschnitten. 

I. Zerkleinert und sofort getrocknet. 

II. Dem Nachreifen iiberlassen. 

III. Die Probe wurde 10 Stunden in 100 ccm einer Lésung von 1 proz. 
milchsaurem Ammon gelegt, danach 2 Stunden einer Ammoniakatmosphire 
ausgesetzt, dann dem Nachreifen iiberlassen. 

Die Proben wurden nach dreitigigem Nachreifen getrocknet und zur 
Harnstoffbestimmung verwendet. 





Trockengewicht cone Harnstoff *o — ff 
g mg mg Trockengewicht 
I. Kontroile .. . 3.8845 311.0 44.4 1.15 
II. Ohne Behandlung 
mit Ammoniak . 3.5461 657.6 93,9 2.67 
IfI. Ammoniak. . . 3.5123 723,2 103.3 2.91 


Die Harnstoffmenge steigt mehr als ums Doppelte im Vergleich zur 
Kontrolle; in der dritten, mit Ammoniak behandelten Probe wurde eben- 
soviel Harnstoff wie in anderen Versuchen erhalten. Bemerkenswert ist 
die Gewichtsabnahme beim reifenden Pilze, sie erreicht beinahe 10°), 
wie aus dem Vergleich der Proben T., If. und IIT. zu ersehen ist; parallel 
mit dieser Gewichtsabnahme bei erhéhter Atmung geht der Reifeprozeb 
unter Sporenbildung und Harnstoffanreicherung. Diese Beobachtung 
trat auch bei meinen bisherigen Arbeiten zutage und wurde hiermit die 
Annahme bestitigt, daB der Harnstoff durch Oxydation der organischen 
Substanz in Gegenwart von NH, gebildet wird. Selbstverstandlich tritt 
im Pilzorganismus der Moment ein, wo der gréBte Teil des in Form von 
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16 N. N. [wanoff: 


Ammoniak aufgenommenen Stickstoffs in Harnstoff umgewandelt ist, und 
in dieser Form zur Zeit der Sporenbildung verbraucht wird. Je jiinger 
der Fruchtkoérper ist, desto weniger Harnstoff enthalt er, und desto geringer 
seine Fiahigkeit, ihn bei der Oxydationssynthese aufzubauen; folgender 
Versuch dient zur Bestatigung. 


Versuch 7. Es wurden kleine junge Fruchtkérper von Lycoperdon 
piriforme der Linge nach in zwei Teile von je 16g geschnitten. Durch 
vorausgegangene Analyse war festgestellt, daB die Versuchspilze vollkommen 
harnstofffrei waren. 

I. Nachgereift auf Filtrierpapier. 

II. Blieb 12 Stunden unter einer Glocke, in der sich einige Kristalle 
von (NH,),CO, befanden und wurde dann der Nachreife iiberlassen. 

Nach 3 Tagen wurden die Proben getrocknet und in ihnen der Harn- 
stoff bestimmt. 





me r Dixanthyl- °/> Harnstotf 
Trockcengewicht harnstoff Harnstoft . py " 
g mg mg Trockengewicht 
I. Kontrolle . . . . 1.8585 42.5 6,27 0,33 
Il. Ammoniak .. . 1.8388 80,0 11,43 0,62 


Die Menge des gebildeten. Harnstoffs ist im Vergleich zu friiheren 
Versuchsergebnissen sehr unbedeutend, aber doppelt so groB bei der ammo- 
niakalischen Probe als bei der Kontrolle. 

Ich beschreibe nicht mehr eine Reihe von Versuchen, die die An- 
nahme der Harnstoffbildung aus zugefiihrtem Ammoniak bestitigen; 
ich muB hervorheben, da dieser ProzeB sowohl bei jungen als auch 
bei reifenden Fruchtkérpern stattfindet; besonders bemerkenswert ist 
der letzte Fall. In der Tat muB nach Fosse der aufgespeicherte Harn- 
stoff durch Urease vollstandig bis zam Ammoniak gespalten werden. 
Ich!) konnte das bisherige Schema des Vorganges erweitern durch 
meine Voraussetzungen, nach denen ein Teil des Harnstoffs ohne 
vorausgehende Spaltung zu Ammoniak ausgenutzt werden kann, 
und zwar durch die Bildung des Arginins und der Purinbasen. Im 
Reifestadium der Sporen nutzen die Fruchtkérper das zugefiihrte 
Ammoniak nicht auf einmal aus, sondern setzen es in Harnstoff um, 
der als Reservestickstoffquelle zunichst angelagert wird. Wir wissen, 
da8 die Zufiihrung von Ammoniak in den tierischen Organismus zum 
Harnstoffaufbau fiihrt. Andererseits wissen wir, daB die Pflanze kein 
Ammoniak aufspeichert; das bei dem EiweiBabbau gebildete und zu- 
nachst nicht ausgenutzte Ammoniak wird in Form von Amiden des 
Asparagins oder Glutamins angelagert. {Weiter haben die Versuche 
der Japaner Kinoshita und Suzuki gezeigt, daB bei Ernahrung der 


1) N. N. Iwanoff, diese Zeitschr. 135, 1, 1923. 
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Bildung des Harnstoffs in Pilzen. 17 


Pflanzen in Wasserkulturen mit ammoniakalischen Salzen Asparagin 
gebildet wird. Besonders bezeichnend hierfiir sind die Versuche von 
Prianischnikow') und seinen Schiilern, denen es gelungen ist, durch 
Ernahrung der Pflanzen mit Chlorammonium die Menge des Asparagins 
in einigen Fallen, in anderen die des Glutamins zu verdoppeln. Alle 
diese Versuche kénnen in Analogie zu den Erscheinungen der Harnstoff- 
anreicherung in Pilzen aus Ammoniak gebracht werden. Nach den 
alten Versuchen von Palladin?) ist die Asparaginbildung ein Oxydations- 
prozeB ; diese Feststellung findet neue Bestiitigung durch die Ergebnisse 
meiner Arbeiten, nach denen der Harnstoff, ebenso wie auch andere Amide 
Asparagin und Glutamin, pflanzliche Reserve-Ernaihrungsstoffe dar- 
stellen. Alle meine Versuche sind an lebenden, vom Myzel entfernten 
Pilzen ausgefiihrt; um einer eventuellen Einwendung begegnen zu 
kénnen, daB die Harnstoffbildung bei Einfiihrung von Ammoniak 
ein pathologischer ProzeB sei, habe ich noch zwei Versuche an lebenden 
vom Myzel nicht entfernten Pilzen vorgenommen. 

Versuch 8. Es wurde eine Gruppe reifender Fruchtkérper von Lyco- 
perdon piriforme mit Myzel und einem Teil des Bodens, auf dem dieses 
Myzel gewachsen, untersucht. Der Rasen wurde in drei Teile geteilt, so 
da8 noch jeder aus sechs ungefihr gleich groBen Fruchtkérpern bestand. 

I. Sechs Exemplare wurden vom Myzel entfernt, zerschnitten und 
getrocknet, darauf zur Harnstoffbestimmung verwendet. 

II. Das andere Rasenstiick wurde mit dem Myzel in eine Schale 
mit 100 cem Wasser getaucht (die Fruchtkérper lieBen sich nicht anfeuchten). 

III. Behandelt wie II., jedoch statt Wasser wurden 100 ccm einer 
lproz. milchsauren Ammoniumlésung genommen. 

Nach Verlauf von 2 Tagen wurden die Fruchtkérper (zu je sechs Exem- 
plaren) der Probe II und III entfernt und weitere 2 Tage auf Filtrierpapier 
gelassen. 

Nach dem Trocknen und Verreiben zu Pulver wurde in allen drei 
Proben der Harnstoff bestimmt. 





Trockengewicht —— Harnstoft Me conten 
g3) mg mg mg 
I. Kontrolle. . . . | 1,9047 212.5 30,3 1,59 
eee WORM. og 1,9715 265,5 37,9 1,92 
III. Ammoniak. . . 1,1903 187,0 26,7 2,24 


1) Prianischnikow und Schulow, Journ. f. exper. Agronomie 1910 
(russisch). 

2) Palladin, Die Einwirkung von Sauerstoff auf den Zerfall der Eiweib- 
stoffe. 1889. 

8) Die drei Pilzproben von je sechs Exemplaren waren dem Gewichte 
nach nicht gleich, was sich aus den Trockengewichtszahlen ergibt; darum 
kann man den resultierenden Prozentgehalt des Harnstoffs nur auf das 
Trockengewicht beziehen. 
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18 N. N. Lwanoff: 


Auf 10 g Trockensubstanz wurde Harnstoff in Milligrammen erhalten: 
bei I. 159,3; II. 192,3; III. 224,4. 

Probe III der Pilze hatte ammoniakalisches Salz aus dem Myzel auf- 
genommen und daraus einen Uberschu8 an Harnstoff produziert. 

Somit findet auch die Harnstoffanreicherung unter natiirlichen Be- 
dingungen statt auf Kosten des im Boden enthaltenen Ammoniaks. 


Versuch 9. Der vorige Versuch wurde wiederholt an ganz jungen 
Fruchtkérpern von L. piriforme. 

Bei Probe I blieb das Myzel im Wasser, bei Probe II in 100 ecm einer 
lproz. Lésung von milchsaurem Ammon. Nach der Vorbehandlung wurde 
der Harnstoff in den Proben bestimmt. 





Auf 10g 
%o Harnstoff | Trockensubstanz 
“a — Harnstoff 
Trockengewicht 
mg 
Waster. .5 1,39 139,0 
II. Ammoniak .. . 1.93 193,4 


Dasselbe Ergebnis wie beim vorigen Versuch. 

Nach den ausgefiihrten Versuchen kann man wohl als ausreichend 
bewiesen ansehen, da8 der Harnstoff aus zugefiihrtem Ammoniak ge- 
bildet wird, und zwar war das Ergebnis das gleiche, ob die Pilze vom Myzel 
entfernt wurden oder nicht. 

Unentschieden bleibt noch die Frage der Zwischenreaktionen, die 
der Bildung des Harnstoffs vorangehen. Wie ich schon oben bemerkt 
habe, hat Fosse (l. c. 1920) Cyansiure als ein Zwischenprodukt der 
Oxydation organischer Verbindungen mit Permanganat in Gegenwart 
von Ammoniak nachgewiesen. Fosse hat gezeigt, daB man Cyansiéure 
auch auf indirektem Wege, beim Erhitzen mit NH, als Harnstoff, 
nachweisen kann nach der Gleichung: HCNO + NH, —» NH,CONH,. 
Nachdem es mir gelungen war, durch Zufithrung von Ammoniak den 
Harnstoffgehalt im Gewebe des lebenden Pilzes zu erhéhen, stellte 
sich mir die Frage auf, ob nicht vor dieser Harnstoffbildung in Pilzen 
auch Cyansiure als eine Zwischenverbindung auftritt. Zur Lésung 
dieser Frage zerschnitt ich Fruchtkérper in zwei gleiche Teile und 
vermischte sie in der Reibschale, in einem Falle mit Wasser, im 
anderen Falle Wasser mit 1 bis 22g Ammoniumchlorid. Beide Proben 
wurden dann auf dem Wasserbade erhitzt und im Filtrat der. Harnstoff 
bestimmt. Ich habe mehrere solcher Versuche durchgefiihrt, aber in 
keinem einzigen Falle habe ich eine Harnstoffzunahme feststellen konnen. 
Somit hat der Weg der Cyansiurefeststellung zu negativen Resultaten 
gefiihrt, und die Frage tiber ihr Vorkommen als Zwischenprodukt 
muB8 vorliufig unbeantwortet bleiben. Die erwihnten Versuche weisen 
nochmals darauf hin, daB die Harnstoffbildung nur in lebenden Pflanzen 
vor sich geht, und daB sie einen wichtigen physiologischen ProzeB 
darstellt. 
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Bildung des Harnstcfis in Pilzen. 19 


Zum Schlusse komme ich zu folgender Zusammenfassung: 

1. Die Harnstoff enthaltenden Pilze, zu denen auch die von mir 
untersuchten Arten der Lycoperdone gehéren, vermégen waihrend des 
Reifeprozesses reichliche Mengen Harnstoff aus zugefiihrten Ammoniak- 
verbindungen zu bilden. 

2. Dieser ProzeB der Harnstoffbildung vollzieht sich, einerlei ob 
die Pilze geteilt oder ganz vom Myzel entfernt wurden oder im Zu- 
sammenhang damit blieben. 

3. Die Harnstoffanreicherung aus Ammoniak wahrend der Reife- 
periode der Pilze, bei der die Oxydationsprozesse eine groBe Rolle 
spielen, ist vergleichbar mit der Asparagin- und Glutaminbildung, gemabs 
den in der Literatur angegebenen Bedingungen. 

4. Alle Versuche, die Umsetzung und die Harnstoffbildung in 
Pilzen betreffend, ergaben, daB man den Harnstoff als eine stickstoff- 
haltige Reservesubstanz auffassen muB, die dem Asparagin und Glutamin 
in physiologischer Beziehung ahnlich ist. 
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Der Kohlehydratstoffwechsel bei Avitaminose. 


II. Mitteilung. 
Glykogen und Avitaminose. 


Von 


J. A. Collazo aus Montevideo, Siid-Amerika. 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 13. November 1922.) 


In der ersten Mitteilung (1) tiber den Kohlehydratstoffwechsel bei 
Avitaminose habe ich das Verhalten des Blutzuckers bei den verschie- 
denen Avitaminosearten dargestellt (Mangel der Faktoren A, B, C). 

Ich habe weiter gefunden, daB bei der Avitaminose der Blutzucker- 
gehalt in einem ersten Krankheitsstadium zuriickgeht, wahrend der- 
selbe in einem spiteren Stadium der Krankheit allmahlich wieder an- 
steigt, um dann schlieBlich zu einer Hyperglykaimie zu fiihren. 

Wihrend Funk (2) und Schénborn, Ogata (3) und ihre Mitarbeiter 
nur an mit Reis gefiitterten Végeln arbeiteten, experimentierten wir 
sowohl an solchen Végeln (Tauben und Hiihner), wie auch an Meer- 
schweinchen und Hunden, von denen die ersteren mit trockenem Hafer 
gefiittert worden waren, wihrend die Hunde eine nachstehend be- 
schriebene gemischte vitaminfreie Kost erhalten hatten. 

Es erhebt sich nun angesichts dieser Tatsachen die Frage, wodurch 
bei der Avitaminose die anfangliche Hypoglykiinie und die spatere 
Hyperglyka nie entsteht. 

Fiir die Beantwortung dieser Frage ist es vor allem wichtig, sich 
iiber das Verhalten des Glykogens im Kérper bei der Avitaminose zu 
orientieren, da ja eben bekanntlich der Blutzuckergehalt in engster 
Beziehung zum Glykogenaufbau und -abbau steht. 

Nun liegen Beobachtungen von Funk, wie auch von Ogata und 
seinen Mitarbeitern vor, die besagen, da bei der Beriberi der Tauben 
der Glykogengehalt der Leber herabgesetzt sei. Funk hat das mit Hilfe 
seiner Methode, Ogata mit Anwendung der mikroskopischen Methode 
dargetan. 
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J. A. Collazo: Kohlelhydratstoffweehsel bei Avitaminose. II. 21 


Wir haben nun vorerst einmal die Angaben Funks und Ogatas 
deshalb nachpriifen zu miissen geglaubt, weil diese sich nur auf Beriberi 
bei Végeln bezogen und uns die Methodik dieser Autoren nicht hin- 
langlich sicher schien, um eine Frage von so fundamentaler Bedeutung 
zu entscheiden. 

Die kolorimetrische Untersuchungsmethode zeigt nach den Er- 
fahrungen Pfliigers (4) keine genauen Ergebnisse, weil, wie jeder mit 
Glykogen Arbeitende bemerkt haben wird, das Jod bei den ver- 
schiedenen Glykogen- (Leber-, Muskel- usw.) Arten verschiedene braune 
Tone ergibt, wie schon seit Cl. Bernard bekannt ist. 

Die mikroskopische Methode nach Best gibt, obwohl sie genauer 
als die kolorimetrische ist, nur eine lokalanatomische Darstellung, d. h. 
sie liefert einen qualitativen Nachweis. 

Um zu den genannten Resultaten zu gelangen, wendeten wir die 
bekannte Pfliigersche Methode der genauen quantitativen Glykogen- 
bestimmung an (5). 

Unser Material bestand aus den zerkleinerten oder gemahlenen 
Tierkérpern, die mit dem gleichen Volumen konzentrierter 60 proz. 
Kalilauge in siedendem Wasserbade gekocht wurden. Die Extraktion 
des ganzen Glykogens ist durch diese Methode gesichert. Unter Hinzu- 
fiigung eines gleichen Volumens 93 proz. Alkohols wurde das Glykogen 
gefallt. Nach Filtration, Auflésung des Riickstandes in siedendem 
Wasser, Neutralisation und Hydrolysierung mit Salzsiiure wurde der 
Zucker gewonnen. Die Bestimmung wurde nach nochmaliger Neu- 
tralisation mit Schmidts Polarisationsapparat vorgenommen und die 
Ergebnisse bei den Versuchen nach Reduktion nach der Bertrandschen 
Methode kontrolliert. Die Resultate waren bei Anwendung beider 
Methoden voneinander abweichend insofern, als sich bei der optischen 
Methode ein bis zu 30°, niedrigerer Wert ergab, als bei der Reduktions- 
methode. 

Bei der Bestimmung kleiner Zuckermengen ist nach meinen Beob- 
achtungen die optische Methode gegeniiber der Bertrandschen nicht 
empfehlenswert. 

Um zu deutlich erkennbaren Resultaten zu gelangen, haben wir 
zu Vergleichszwecken Versuche an hungernden und normal ernahrten 
Tieren vorgenommen. Wir haben dann weiterhin die Beobachtungen 
Funks und Ogatas an Tauben auch an Meerschweinchen und Hunden 
kontrolliert, wobei wir, wie schon gesagt, die Meerschweinchen mit 
trockenem Hafer und Salzgemisch, die Hunde mit 50g vitaminfreiem 
Pferdefleisch, 50 g poliertem Reis, 30g Schweineschmalz und 3g Salz- 
gemisch ernahrten. 

Alle Tiere wurden sogleich nach dem Tode zwecks Entnahme des 
Materials seziert. Der Blutzuckergehalt war vorher bereits bestimmt 
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worden. Als die Tiere sich im letzten Stadium der Krankheit befanden, 
war der Zuckerwert ein héherer als der Normalwert. Bei der Sektion 
ergab sich, wie wir in unserer ersten Mitteilung bereits erwihnten, daB 
der Darmkanal vollstandig mit Nahrung angefiillt war, da die Nahrungs- 
aufnahme bis zum Tode erfolgte. Das besagt, daB der Faktor Hunger 
im gewohnlichen Sinne des Wortes wihrend unserer Versuche nicht 
bestand. 

Kinem unserer Hunde (Nr. 25), welcher die Nahrung verweigerte, 
wurde diese mittels einer Sonde eingegeben; der Tod trat dennoch ein. 

Unsere Versuche fanden unter gleichzeitiger Beobachtung von 
gesunden, normal ernihrten Kontrolltieren statt. Das Resultat unserer 
Untersuchungen war folgendes: 


Versuche an Tauben und Hiihnern. 


Fir normal ernahrte Tauben, welche Hafer, polierten Reis und Erbsen 
erhielten, fanden wir einen Glykogengehalt der Leber von 2,100%, fiir 
den ganzen Korper einen solchen bis zu 0,81 %. 

Fiir manche der iiber 20 Tage mit geschliffenem Reis und Salzgemisch 
vitaminfrei ernihrten Tauben fanden wir bei groBer Hyperglykamie nur 
ganz unbedeutende Spuren, welche fast keine Jodreaktion zeigten. 

Der gesamte K6rper, ausschlieBlich der Federn, wurde gemahlen und 
danach der Glykogenwert bestimmt, der im allgemeinen héher war als 
der Leberwert. Im Hungerzustande war ein Glykogengehalt der Leber 
von 0,502%, fiir den tibrigen K6rper ein solcher von 0,301% gefunden 
worden. 

Bei Hiihnern haben wir unter den gleichen Bedingungen einen Leber- 
glykogenwert von 3,10 %, fiir den iibrigen Teil des K6rpers 0,971 % fest- 
gestellt. Im avitaminésen Zustande fanden wir fiir die Leber 0,100 %, 
fiir die anderen Ko6rperteile 0,093 %. 

Im Hungerzustande wurde ein Glykogengehalt der Leber von 0,149 %, 
fiir die itibrigen K6rperteile ein solcher von 0,393 % festgestellt. 


Versuche an Meerschweinchen. 

Wie wir bei beriberikranken Tauben (Mangel der Faktoren A, B und C) 
gefunden haben, stellten wir ebenso bei den Meerschweinchen, welche 
experimentell Skorbut (Mangel des Faktors C) aufwiesen, den gleichen 
Glykogenwert fest: 


fiir Leberglykogen. . . 4,80 % . we 
,. Muskelglykogen . . 0,937 % wader amma 
», Leberglykogen. . . 0,070% 


” Muskelglykogen . . 0,200% bei vitaminfreier Ernahrung. 
Im Hungerzustande war ein Glykogengehalt der Leber von 0,961 %, 
fiir die tibrigen K6rperteile ein solcher von 0,973 % festzustellen. 


Versuche an Hunden. 
Wie wir bei den Végeln bei Beriberi (Mangel der Faktoren A, B und C), 
bei den Meerschweinchen beim Skorbut (Mangel des Faktors C) einen 
Glykogenschwund feststellen konnten, zeigte sich beim jungen Hunde 
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bei experimenteller Wachstumsstorung (Mangel der Faktoren A, B und C) 
der gleiche Glykogenverlust. Bei normaler Ernihrung fanden wir fiir Leber- 
glykogen 5,00 %, fiir Muskelglykogen 1,63 %, fiir Herzglykogen 0,807 %, bei 
vitaminfreier Ernihrung fiir Leberglykogen 0°, fiir Muskelglykogen 
0,097 °, fiir Herzglykogen 0,021, Gehalt. 

Im Hungerzustande wurde ein Glykogengehalt der Leber von 0,977 %, 
fiir die Skelettmuskulatur 0,895 °,, fiir den Herzmuskel ein soleher von 
0,103 %, festgestellt. 


Zusammenfassung. 

Ll. Im hyperglykdmischen Stadium der Avitaminose ist unter den 
genannten Fiitterungsbedingungen die Leber so gut wie glykogenfrei (Ver- 
suche an Tauben, Hiihnern, Meerschweinchen und Hunden). 

2. Im hyperglykdmischen Stadium der Avitaminose ist der ganze 
Tierkérper so gut wie glykogenfrei (Versuche an Tauben und Hiihnern). 

3. Im hyperglykdmischen Stadium der Avitaminose ist die Skelett- 
muskulatur fast glykogenfrei; die auf gleiches Ausgangsgewicht der frischen 
Organe berechneten nachweisbaren Glykogenspuren waren beim Muskel 
ein wenig gréBer als bei der Leber (Versuche an Meerschweinchen und 
Hunden). 

4. Im hyperglykdmischen Stadium der Avitaminose ist der Herz- 
muskel so gut wie glykogenfrei (Versuche am Hunde). 

5. Im Vergleich hierzu zeigen die einfach hungernden Tiere wihrend 
des letzten Stadiums der Krankheit bei gleichzeitiger geringer H yper- 
glykdmie einen wesentlich héheren Leber-, Herz- und Muskelglykogen- 
gehalt. 

6. Die verschiedenen experimentell erzeugten avitamindsen Krank- 
heiten bewirkten dieselben tiefen pathologischen Verdnderungen im Kohle- 
hydratstoffwechsel, wie ich dies bereits bei der Feststellung der Blutzucker- 
gehalte hewiesen habe. Mit anderen Worten: Die verschiedenen Vitamine 
A, B,C’ spielen dieselhe physiologische Rolle im Kohlehydratstoffwechsel 
hei Vogeln, Nagetieren und Fleischfressern'). 
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Versuchsprotokoll. 





Nr. 


5 


-I 


10 


11 


12 


14 


15 


16 || 


17 || 


Tiere 


Bedingungen 


Normal erniihrt 


“ ” 


Vitaminfrei ernahrt 
29 Tage 


Vitaminfrei ernahrt 
33 Tage 


Vitaminfrei ernahrt 


32 Tage 


Vitaminfrei ernahrt 
35 Tage 


Vitaminfrei ernaihrt 
31 Tage 


Hunger 7 Tage 


wr rTe cu 


Normal ernahrt 


Vitaminfrei ernahrt 
33 Tage 


Vitaminfrei ernahrt 
36 Tage 


Hunger 8 Tage 


Normal ernahrt 


” ” 


Vitaminfrei ernahrt 
26 Tage 


| Viteminfrei eenahrt 


Organ 
K6orper- 
gewicht am 3s 
Anfang und eS 
kurz vor Name a5 
dem Tode Oe 
s g 


Versuche an Tauben. 
Leber 10 


310 Ubriger Kérper — 
we Obriger Korper e 
0 Obriger K6rper & 
2190 Obriger K6rper x 
Stee Pitene KOorper fe 
rengtoes Ubriger Kérper b. 
ct ns Ubriger K6érper os 
o-- 20 Obriger K6rper a 
seiliieead Obriger K6rper af 
Versuche an jungen Hiihnern. 
7 Obriger Korper si 
eased Obriger K6érper a 
saaettacens Obriger Korper ™ 
atin bringer K6rper a 
Versuche an Meerschweinchen. 
Mas Muck! rt 
ve Muaskel o 
550 Leber 12 
360 | Muskel _ 
700 | Leber ll 
490 | Muskel _ 


31 Tage 


Gewicht 
zur Analyse 


10 
50 
12 
50 


28 
100 
17 
100 
19 
100 
27 
100 


16 
100 


16 
100 
12 
100 


ll 
100 


= Glykogen 


2,100 
0,810 
1,590 
0,623 
0,200 
0,250 
0 
0,300 
0.015 
0,219 
0,010 
0,097 
0,091 
0,301 


0,502 
0,301 


0,200 
0,239 


3,10 
0,971 


0,100 
0,093 
0 
0 
0,149 
0,393 


4,800 
0,937 


4,000 
1,003 
0,070 
0,200 


0 
0,171 


Blutzuckers 
gehalt kurz vor 
dem Tode 


_ 


0,225 


0,201 


0,297 


0,351 


0,285 


0,343 


0,369 


0,271 


0,263 


0,231 


0,305 


0,279 


0,293 


0,103 


0,109 


0,221 


0,209 
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Versuchsprotokoll. 


(Fortsetzung. ) 


Ne 
or 





Organ 


Name 


Gesamt- 
gewicht 





Tiere 
Korper: 
cl gewicht am 
Nr. . Anfang und 
Bedingungen kurz vor 
dem Tode 
g 


Versuche an Meerschweinchen. 


Vitaminfrei ernahrt 


18 33 Tage 


Vitaminfrei ernahrt 


19) “31 Tage 


20 || Hunger 7 Tage 


AE ving, oro 


22'| Normal ernahrt 


7. Woche 


24 Vitaminfrei ernahrt 


13. Woche 
Vitaminfrei ernahrt 


25 
26 27 Tage Hunger 


27|| 25, - 


550 
260 


690 
380 


700 
590 


700 
610 


Versuche 


8 000 


12 000 


8 650 
4 590 


87 
5 200 


10 000 
7 580 


10 000 
7 100 


Leber 
Muskel 


Leber 
Muskel 


Leber 
Muskel 


Leber 
Muskel 


an Hunden. 


Leber 
Sk.-Muskel 
Herzmuskel 


Leber 
Sk.-Muskel 
Herzmuskel 


Leber 
Sk.-Muskel 
Herzmuskel 


Leber 
Sk.-Muskel 
Herzmuskel 


Leber 
Sk.-Muskel 
Herzmuskel 


Leber 


| Sk.-Muskel 


Herzmuskel 


L 


; = 
'o 


10 


290 

99 
301 
129 
163 
121 
162 
100 
227 
121 
168 


109 


Gewicht 


n 


10 
100 


10 
100 


14 
100 
13 
100 


100 
100 
99 


100 
100 
100 


100 
100 
100 


100 
100 
100 


100 
100 
100 


100 
100 
100 


zur Analyse 


Glykogen 


=) 
Ss 


0,021 
0,100 


0,103 
0,093 


0,737 
0,873 


0,961 
0,973 


4,300 
1,03 
0,701 


5,000 
1,630 
0,807 


0 
0,097 
0,021 


0 
0,201 
0,031 


0,401 
0,571 
0,071 


0,977 
0,895 
0,103 


Blutzucker- 
gehalt kurz vor 
dem Tode 


> 
_ 


0,203 


0.193 


0,141 


0,155 


0,102 


0.093 


0,191 


0,203 


0,175 


0,183 





















Der Kohlehydratstoffwechsel bei Avitaminose. 


Ill. Mitteilung. 


Ober den Einflu8 von Traubenzuckerzufubr in kleinen und groBen Mengen 
auf den Blutzucker beim normalen, hungernden und avitaminésen Kérper. 


Von 


J. A. Collazo (Montevideo), S. A. 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitit Berlin.) 


(Eingegangen am 13. November 1922.) 


Mit 12 Kurven im Text. 


In meiner ersten Mitteilung (1) habe ich gezeigt, wie bei der Avitami- 
nose der Blutzucker in dem ersten Stadium der Krankheit sinkt, um 
danach betrichtlich anzusteigen, so daf eine Hyperglykimie zustande 
kommt. Dieses Phinomen gab mir Veranlassung, einmal die Frage zu 
priifen, wie der avitaminése Kérper mit Zucker fertig wird, der ihm 
einmalig in kleinen oder groBen Mengen zugefiihrt wird. Da nun die 
Avitaminose insofern Beziehungen zum Hungerzustande hat, als bei ihr 
die resorbierte Nahrung nicht in normaler Weise assimiliert wird, war es 
von Interesse, den hungernden Koérper und einen normalen Organismus 
als Vergleichsobjekte bei diesen Versuchen heranzuziehen. Der avitami- 
nése Kérper steht gewissermaBen zwischen Normalkérper und hungern- 
dem Organismus. Mit dem Normalkérper hat der hungernde Koérper 
gemeinsam, daB beide, wie ich zeigte (2), iiber Vitaminvorrate verfiigen., 
wahrend der avitaminése Kérper eben keinen Vitaminvorrat mehr hat. 
Wenn nun beim Zuckerstoffwechsel Vitamine: eine ausschlaggebende 
Rolle spielen, dann mu8 sich bei der genannten Versuchsanordnung 
mit einmaliger Zuckerzufuhr offenbaren, daB hier sich der hungernde 
Kérper und der normale Kérper ahnlich verhalten, wahrend der avitami- 
nése Organimus eine Abweichung erkennen 1aBt. 

Nun zeigt der hungernde Kérper aber, wie schon seit Claude 
Bernard (3) und Hoppe-Seyler (4) bekannt ist, und neuerdings auch Hof- 
meister (5) beim Hungerdiabetes, sowie Maassen und Zondeck (6) und 
Knack wnd Neumann (7) und andere beim Hungerédem dartaten, an 
sich schon eine Glykosurie oder eine Hyvperglykamie, die auch gelegent- 
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lich zu leichter Glykosurie fiihren kann. Ganz dasselbe sieht man aber 
auch bei der Avitaminose, wie ich oben schon auseinandersetzte. Wire 
die Ursache fiir die Hungerhyperglykimie und die Avitaminosehyper- 
glykamie dieselbe, dann miiBten sich bei meiner Versuchsanordnung auch 
in beiden Fallen dieselben Erscheinungen zeigen. Ist das nicht der Fall, 
sondern trifft die vorher ausgesprochene Vermutung zu, dann darf man 
wohl annehmen, da’ die Hungerhyperglykimie atiologisch von der 
Avitaminosehyperglykamie verschieden ist, und daB die Erklarung 
fiir die avitaminése Hyperglykimie eben in dem Vitaminmangel gesucht 
werden muB. 

Nun habe ich zunichst noch einmal, um meine friiher mitgeteilten 
Beobachtungen iiber die Hyperglykimie bei Avitaminose weiter: zu 
kontrollieren, an einem avitaminés ernihrten Hunde bis zu seinem 
Tode am 68. Versuchstage den Blutzuckergehalt untersucht. 

Das etwa 10 kg schwere Tier bekam als Nahrung 50g vitaminfreies 
Pferdefleisch, 50 g geschalten Reis, 30 g Schweineschmalz, 3 g Salzgemisch, 
1 g Kochsalz und Wasser nach Belieben. An Gewicht verlor es wihrend 
des Versuchs innerhalb von 68 Tagen 34% kg. Nach einer voriibergehenden 
leichten Senkung des Blutzuckers vom 12. bis 18. Tage trat eine fast kon- 
tinuierliche Steigerung ein, so daB das Tier am 2. Tage vor seinem Tode 
0,24 % gegen 0,09% Blutzucker zu Beginn des Versuchs hatte (Kurve 1). 
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Kurve 1. Die Kurve stellt einen sale ialient Verlauf der Avitaminose vom 
1. bis 68. Versuchstage dar. Die Zahlen sind die Analysennummern. Die Analysen 
wurden fast alle zwei Tage gemacht. 


Ich komme nunmehr zu den Versuchen, die den eigentlichen Gegen- 
stand dieser Mitteilung bilden. 

Ich hatte drei Hunde von fast gleichem Kérpergewicht (etwa 10 kg). 

Der erste Hund N. war dauernd normal ernihrt, der zweite Hund H. 
hatte 16 Tage gehungert (nicht gedurstet!), der dritte Hund A. war 7 Wochen 
lang in der soeben bei dem anderen avitaminésen Hunde beschriebenen 
Weise vitaminfrei ernahrt worden. 

Jetzt wurde allen drei Hunden je 80g Traubenzucker (Schering) 
per os in 300 ccm Leitungswasser mit der Schlundsonde gegeben und nun- 
mehr halbstiindlich der Blutzucker nach Bang bestimmt. Das Resultat 
(Kurve 2) war, wie es oben vorausgesagt wurde: Normaltier und Hungertier 
verhielten sich ganz ahnlich; das avitaminése Tier zeigte eine enorme 
Hyperglykimie, die friiher auftrat, gréBer war und linger dauerte als 
bei den anderen Tieren, nur erreichte sie ihren H6hepunkt etwas spiiter, 
als das bei den anderen Tieren der Fall war. Das avitaminése Tier allein 
bekam eine Glykosurie schon nach 1 Stunde. 2 Tage nach dem Versuch 
starb das Tier wie in einem Koma. 
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Um das Ergebnis dieses Versuchs noch weiter zu stiitzen, habe ich 4 
bet ein und demselben Tiere die eben an drei Tieren geschilderten Ver- 
suche durchgefiihrt. Zuniichst wurde bei diesem Tiere, als es Normal- 
nahrung erhielt, der Zuckerversuch (Gabe von 80g Glykose per os) ge- 
macht. Dann lieB ich das Tier 16 Tage hungern (nicht dursten!) und 
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Kurve 2, 80g Glykose per os. 





Q450.—_ 1 —-~ TS T T T T 
c 


uF 
400 + + + + + + x + is 
0360 . §s . 
F S 
0.300} + <a ; N TES 
/ in s 5 N 
Q.250\ iy, SERRE Ras eS RS ER OE SS 















9200-4 +--+ a 
hj | 


Normalernéipr4 “- 


Q750 





G700 








Kurve 3. 80g Glykose per os. 
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Kurve 4. 10g Glykose per os. 





machte denselben Zuckerversuch am 16. Hungertage. Darauf wurde das 
Tier nach einer viertagigen Zwischenperiode bei reichlicher Fiitterung 
mit Normalnahrung vitaminfrei in der oben beschriebenen Weise ernahrt, 
und es wurde der Zuckerversuch (80g Glykose per os) am 40. Tage der 
vitaminfreien Ernaihrung gemacht. Wie aus der Kurve 3-ersichtlich ist, 





abe ich 
nm Ver- 
yormal- 
Os) ge- 
i!) und 


das 
rung 
ihrt, 
der 
ist, 








Kohlehydratstoffwechsel bei Avitaminose. ITT. 29 


war das Resultat der drei Versuche an ein und demselben Tiere unter den 
irei genannten Bedingungen (Normalnahrung, Hunger, avitaminése Nahrung) 
genau dasselbe, wie es der vorher dargestellte Versuch gezeigt hatte. 

Aus allen diesen Versuchen geht hervor, daB eine Uberschwemmung 
des Darmes mit leicht resorbierbarem Traubenzucker nach der peroralen 
Zufuhr in allen Fallen zu einer Steigerung des Blutzuckergehaltes 
fiihrt. Der normale Koérper wird am raschesten mit diesem Zucker 
fertig, denn die Hyperglykimie ist hier am geringsten und von der 
kiirzesten Dauer. Dann folgt der hungernde Koérper. Er zeigt in der 
groBeren Schwierigkeit in der Bewaltigung des in das Blut einstro6menden 
Zuckers seine diabetische Disposition, auf die Hofmeister hingewiesen 
hat. Durch den Hunger werden also offenbar die zuckerzerstérenden 
Krafte des K6rpers vermindert, vielleicht dadurch, da®B infolge des 
Hungerns die Produktion des glykolytischen Ferments herabgesetazt 
ist. Am hilflosesten ist dem Zuckeransturm aufs Blut gegeniiber der 
avitaminose Koérper. Er hat ja bekanntlich auch eine starke diabetische 
Disposition (I. Mitteilung), die in der an sich schon vorhandenen Hyper- 
glykamie zum Ausdruck kommt. Ob hier ebenfalls eine Produktions- 
stérung hinsichtlich des glykolytischen Ferments vorliegt, oder ob die 
Schadigung der glykogenbildenden Funktion (vgl. II. Mitteilung) in Be- 
tracht gezogen werden mu, oder ob beide Faktoren ne ben einer allgemeinen 
Assimilationsstérung zusammenwirken, mag dahingestellt bleiben. 

Der Verlauf der Kurven zeigt, daB die Blutzuckerkurven fiir den 
normalen und hungernden Képer bei den Zuckerversuchen fast parallel 
laufen. Der Héhepunkt der Hyperglykimie fillt in beiden Kurven 
in dieselbe Zeit. Im Gegensatz dazu wird dieser Héhepunkt beim 
avitaminésen Korper spater erreicht. Dazu kommt, dafs bei diesem 
Experiment der Zuckerversuch nur bei dem avitaminésen Korper zur 
Glykosurie fiihrte. Es wird also durch diese Punkte der avitaminése 
Korper in seinem Verhalten bei der Zuckerverarbeitung von dem 
normalen und hungernden Korper unterschieden. Wir werden darum 
nicht fehlgehen, wenn wir diesen Unterschied eben auf den Vitaminmangel 
beziehen und annehmen, dap der Vitaminmangel in ganz besonders starkem 
Mage alle zuckerzerstérenden oder zuckerumbildenden Kriifte des Orga- 
nismus schidigt, und dap darum wohl auch die avitamindse H yperglykdmie 
dtiologisch verschieden von der Hungerhyperglykdmie sein muB. Elias 
und Kolb (8) haben die Hungerhyperglykimie als Folge der Hunger- 
azidosis aufgefaBt. Bei der Avitaminose ist die Ammoniakausscheidung, 
wie T'suji (9) zeigte, normal; also spricht auch das dafiir, da die 
Hungerhyperglykémie und die Avitaminosehyperglykdmie dtiologisch 
verschiedene Dinge sind. 

In dieser Auffassung werde ich auch noch durch folgende Versuche 
bestarkt. die ich derart anstellte, daB ich Normalhunden, Hungerhunden 
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und avitaminosen Hunden im Gegensatz zu den soeben geschilderte: 
Experimenten ganz kleine Glykosemengen (10g) per os verabreichte. 

Die Versuche wurden an drei Normalhunden, an einem anderen 
Hungerhunde und an zwei anderen avitaminésen Hunden gemacht 
Der Hungerhund wurde am 18. Hungertage untersucht, die avitami- 
nésen Hunde in der 6. und 7. Woche der vitaminfreien Ernahrung. 
Alle Versuche sind in der Kurve 4 zusammengestellt. Das Resultat 
dieser Versuche war sehr auffallend. Nach der peroralen Zufuhr einer 
so kleinen Zuckermenge, wie es 10 g sind, entstand bei den Normaltieren 
und dem Hungerhund eine leichte Hyperglykaimie, die aber alsbald 
abklang, so daB der Normalblutzuckerwert wieder erreicht war. Das 
ist auch ohne weiteres verstindlich; denn der normale und der hun- 
gernde Koérper werden den iiberschiissigen Blutzucker ohne weiteres 
verbrennen bzw. als Glykogen ablagern kénnen, da ja ihre Organ- 
funktionen normal geblieben sind. Bei der Avitaminose aber besteht 
eine Dysfunktion der Organe, die den Kohlehydratstoffwechsel angehen, 
wie sich aus folgender Beobachtung ergibt. Bei dem avitaminésen Tiere 
namlich war bei den genannten Versuchen entweder die initiale Hvper- 
glykiimie gréBer bei verspiitetem Héhepunkt, oder sie blieb ganz aus; 
immer aber folgte bei dem avitaminésen Tiere nun eine Phase, in der 
der Blutzuckergehalt stark subnormal war, um dann allmihlich auf die 
anfangliche Héhe vor dem Versuch zuriickzukehren. 

Also es zeigen auch diese Versuche, daB sich das avitaminése Tier 
anders verhalt, als die sich gleichsinnig verhaltenden normalen und 
hungernden Tiere. Es fiihrt also auch diese Versuchsanordnung zu dem 
Schlusse, daB die Stérung im Zuckerstoffwechsel bei der Avitaminose 
eine andere Ursache haben muf, als im Hungern. 

Schwierigkeiten bereitet nun die Erklirung der beobachteten 
Hypoglykamie nach der peroralen Zufuhr kleiner Glykosemengen bei 
der Avitaminose. 

Wenn man einmal nur die glykogenbildenden Funktionen des 
K6rpers beriicksichtigt und von der méglichen Bedeutung des glyko- 
lytischen Ferments una anderem absieht, kann man folgendes dazu sagen. 

Bei der Avitaminose herrscht an sich Hyperglykamie. Leber und 
Muskeln sind fast glykogenfrei (10). Leber und Muskeln haben also 
die Fahigkeit verloren, den physiologischen Blutzucker als Glykogen 
zu deponieren. Wenn man nun ein avitamindéses Tier per os mit kauf- 
licher Glykose fiittert, setzen Leber und Muskel plétzlich etwas Glykogen 
an. Bei der Darreichung groBer Glykosemengen geniigt aber der Rest 
an glykogenbildender Funktion der Leber und Muskulatur nicht. Es 
kommt zu einer protrahierten Hyperglykimie. Gibt man eine kleine 
Glykosemenge per os, so wird die Leber und die Muskulatur dieser 
alsbald Herr und sie lagern sie als Glykogen ab. Nun sehen wir — und 
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das ist das Auffallende — daB Leber und Muskulatur sich nicht mit der 
Deponierung der iiberschiissigen kleinen Glykosemengen, die per os dem 
Blute zugefiihrt werden, begniigen, sondern offenbar obendrein auch 
noch fiir kurze Zeit von'dem physiologischen Blutzucker sich aneignen 
und so den durch die Avitaminose erhéhten Blutzuckerspiegel voriiber- 
gehend stark senken. Warum li8t es Leber und Muskulatur iiberhaupt 
bei der Avitaminose zur Hyperglykamie kommen? Warum glykogeni- 
sieren sie nicht den zuviel vorhandenen physiologischen Blutzucker, 
so wie sie die per os zugefiihrte Glykose in Glykogen verwandeln, 
und warum greifen sie den physiologischen Blutzucker nur dann, wenn 
auch nur voriibergehend, an, wenn sie zur glykogenbildenden Tiitigkeit 
durch die per os zugefiihrte Glykosemenge aufgestachelt werden ‘ 

Es kann also der physiologische Blutzucker an sich kein geniigender 
Reiz fiir die glykogenbildende Leber- und Muskelfunktion bei der Avita- 
minose sein. Ein wirksamerer Reiz mu die per os zugefiihrte Glykose 
sein, und nur auf diesen Reiz reagiert die kranke Leber und der Muskel 
het der Avitaminose eben noch. 

Wenn dann Leber und Muskel einmal in Tatigkeit gesetzt sind, 
dann bemichtigen sie sich wohl auch dabei etwas des physiologischen 
Blutzuckers, gegen den sie sich sonst im avitaminésem Zustande 
refraktar verhalten. Es wiirde.aus alledem hervorgehen, da die per os 
zugefiihrte Glykose nicht mit der Glykose identisch sein kann, die aus der 
Starke und den anderen Zuckerarten der Nahrung bei dem Abbau entsteht, 
und daB bei der Avitaminose nicht die Glykogenbildung schlechthin, sondern 
nur die Glykogenbildung aus einem bestimmten Zuckermolekiil gestort ist. 
Oder stért die kleine Glykosemenge die Bildung anderer reduzierender 
Blutsubstanzen ¢ 

Uber diese Fragen werde ich in einer spateren Arbeit noch be- 
richten in Gemeinschaft mit Dr. Rubino. 

Ich habe ferner die Zuckerversuche bei Normal-, Hunger- und 
Avitaminosetieren mit intraperitonealer Zufuhr von 5g und 25,0g 
Glykose wiederholt. Das Resultat war genau dasselbe (Kurve 5 bis 6). 
Da die Resorption vom Peritoneum nicht so prompt wie vom Darm aus 
erfolgte, ist der Kurvenverlauf im allgemeinen etwas unregelmabiger. 

Bei allen bisher beschriebenen Versuchen (Gabe des Zuckers per os 
oder intraperitoneale Injektion) nahm der Zucker nach der Resorption 
zunachst seinen Weg durch die Leber. 


Nun habe ich dieselben groBen und kleinen Zuckermengen wie 
bei den vorstehend beschriebenen Versuchen bei Normal-, Hunger- und 
Avitaminosetieren rektal, intravenés und subkutan injiziert. Bei dieser 
Applikation verbreitet sich der zugefiihrte Zucker im Blute, ohne 
vorerst die Leber passiert zu haben. Im Gegensatz zu den ersten Ver- 
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die” Paraportalbahnversuche nennen. 4 ti 
Vrrthte 1 th 2 2 3 3te 4 4he 5 56 St In 
aR | A il. et 
Q200} } } Heine Glycosurie Ss aaa 
; a Pe ss hunger. Wasser | ge 
§ 980 | . Avitaminose gli 
RN 700 + Worma/lernai/irt 
4 
8 do 
Kurve 5. 5g Glykose intraperitoneal. gl 
Avito ‘ 3 if i ia T + T . v We 
vitarmnose. | t } | | | i | ‘ 
200} ac {+} — gsi ot | SS alieiitbeoel tie 
y T/L XN, We ST | a Munger, H 
' tn o | | <« ; 
0150 BL Baa, < 
po Keine Glycosurie Normal H 
Kurve 6. 25g Glykose intraperitoneal in 
- ™ 
SiC 
G350|-f+— 4 : 
| | | | } | Ms 
Walt Aaa ea ie Le de 
4250 t+ a samen es Sa | as oe 4 +. 4-4-4 —_ \ 
Heine Glycosurie ‘ 
Qs0h-A} ++ 4+ 4 Si 
a0. da 
wi 
g700}— 
nad RES } ~ ae } do 
4. ~ P. 
Kurve 7. 5g Glykose intravenés. 
gl 
r iy +5% au 
2900 4%. +4 4 . 
I ad: ve 
0800 4 ~~ p ee ee a a - a ae Zi 
+=Glycosurleé 
Q700 HN 2 %.. . = ESNeD ee. EES Skee eee Sees st el hie 
* 
2600 SS — sin ee ab 4——+4 4 av 
wg Bis Sree hag = SESE! SWE Somes OM Sen tees eee 
GS + \ j 115% | " 
quo —+—+—4_+ 1 41 | + Sn Dw oe | 
| } \ \ | |Avitaminase re 
Q300 1 1 WaT ek Stee ieee in 
) adie ae 
aa TST TS ae la 
Non io ‘. 
1 i 4 4 } +5 % 
3700 ——+ T ay Normal z 
i Se | ae Rees | | | ( 
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einer Injektionsdauer von jedesmal iiber 30 Minuten) trat bei allen drei Z 
ungefihr gleich schweren Tieren eine Hyperglykdmie auf. Zi 
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Bei der Injektion der groBen Zuckerdosen war die Hyperglykiimie 
tark und von langer Dauer und mit Glykosurie begleitet; bei der 
Injektion kleiner Dosen war die Hyperglykdmie nur von ganz kurzer. 
etwa 15 bis 30 Minuten langer Dauer und niemals von Glykosurie 
gefolgt. Bei den groBen und kleinen Dosen schloB sich an die Hyper- 
glykdmie eine mehr oder minder ausgesprochene Blutzuckersenkung an. 

Die Unterschiede, die die drei Tiere bei der Gabe der groBen Zucker- 
dosen boten, waren folgende: Wahrend bei dem Normaltier die Hyper- 
glykamie von einer rasch voriibergehenden leichten Hypoglykdmie gefolgt 
war, ehe der Normalzustand wieder erreicht wurde, war bei dem Hunger- 
tier die Hyperglykamie starker, aber kiirzer und die nachtrigliche 
Hypoglykamie nur eben angedeutet, bei dem avitaminésen Hunde die 
Hyperglykdmie noch stirker und am lédngsten dauernd und eine nach- 
trdgliche Hypoglykdimie wurde vermift: der Blutzuckerspiegel senkte 
sich nur auf die normale Hohe, blieb hier etwa 24 Stunden und erhob 
sich dann allmahlich wieder auf das fiir die Avitaminose charakteristi- 
sche leicht gesteigerte Niveau. Ferner zeigte der avitaminése Hund nach 
der intravendsen Injektion einen sehr schweren Allgemeinzustand: 
Somnolenz, Erbrechen, Atmungsstérungen, grobe Kérperschwiche, 
Svymptome, die iiber einen Tag anhielten. Alle Tiere zeigten Glykosurie, 
das avitaminose Tier hatte die stdrkste; 25 bis 30%, des injizierten Zuckers 
wurden im Harn wieder ausgeschieden. 

Die Unterschiede, die die drei Tiere bei der Gabe der kleinen Zucker- 
dosen boten, waren folgende: Beim Normaltier war die hypoglykdmische 
Phase kiirzer als beim Hungertier; beim avitaminésen Tier war die hypo- 
glykdmische Phase am ldngsten. Bei den kleinen Zuckerdosen zeigte sich 
auBerdem auch noch ein gewisser Unterschied im Blutzuckerkurven- 
verlauf je nach der Applikationsart des Zuckers. Nach der intravendsen 
Zufuhr folgte der hypoglykdmischen Phase bei dem Normal- und Hunger- 
tier eine Phase leichter H yperglykdmie (reaktionale Steigerung), die beim 
avitaminésen Tier vermift wurde (vgl. Kurve 7). 

Nach der subkutanen Zufuhr war alles wie nach der intravendsen, 
nur verliefen die anfanglichen Erscheinungen protrahierter. Nach der 
rektalen Zufuhr zeigte das avitaminése Tier nach einer inkonstanten, 
initialen Hyperglykimie eine ihr folgende Senkung von oftmals sehr 
langer Dauer (Kurve 9, 11). 

Aus alledem ergibt sich, daB bei groBen Zuckerdosen zwischen den 
Folgen der portalen und paraportalen Zufuhr keine prinzipielle, sondern 


‘nur graduelle Untersehiede der charakteristischen Hyperglykdmie bei 


allen drei Tierarten bestehen (Kurve 2, 3, 6, 8, 10, 12). 

Entgegen dem physiologischen Postulat, wonach der eingefiihrten 
Zuckermenge eine Steigerung des Blutzuckers folgt, habe ich bei der 
Zufuhr kleiner Zuckermengen in die Paraportalbahn auffallenderweise, 
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wie Varela und Rubino (11) beim Menschen, eine typische Senkung de | 
Kurve unter den Normalwert bei meinen Tierversuchen gefunden. Eine 
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Das Ergebnis aller meiner Versuche lat sich in folgenden Sétzen al 
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vitaminésen Kérper die Hyperglyktmie starker, protrahierter, was die 
Jrreichung des Maximums, wie die gesamte Dauer anlangt, und leichter 
ur Glykosurie fiihrend, als beim hungernden oder normalen Organismus ; 
et kleinen Zuckerdosen ist bei der Avitaminose die hypoglykamische Phase 
in sich geringer, aber in ihrem Verlauf protrahierter als beim normalen 
der hungernden Kérper. Die besonders starke Steigerung der Hyper- 
glykdmie bei groBen Zuckerdosen bei der Avitaminose deutet auf das herab- 
jesetzte Vermogen des Kérpers zur Zuckerzerstérung, bzw. Assimilierung im 
Sinne Naunyns (12) oder Glykogenisierung hin. Eine sehr bemerkenswerte 
Ubereinstimmung zeigten die Kurven meiner Versuche an avitamindsen 
Tieren mit den Kurven, die Max Rosenberg (13) und Langston (14) vor 
kurzem bei an Diabetes Erkrankten nach Dextrosebelastung fanden. 
Der Ausfall des Versuches mit kleinen Zuckermengen mit seiner 
protrahierten hypoglykimischen Phase nach einem kurzen initialen hyper- 
glykdmischen Zustande beim avitamindsen Kérper scheint dem Ergebnis 
der Versuche mit groBen Zuckermengen zu widersprechen. Indessen kann 
der Widerspruch doch sicher nur ein scheinbarer sein. Eine bestimmte 
Erklarung vermégen wir heute noch nicht zu geben, da das Zustande- 
kommen der hypoglykimischen Phase bei dem Normalkérper noch nicht 
klargelegt ist. Aber aus der Differenz in dem Verhalten der drei Kérper 
auch bei der Gabe kleiner Zuckerdosen geht hervor, daf beim avitaminédsen 
Organismus eine ganz bestimmte Abweichung in den Funktionen vorhanden 
ist, die eben fiir die Hypoglykdmie nach kleinen Zuckergaben im normalen 
und hungernden Korper die Grundlage abgibt. Vielleicht fiihren diese 
Beobachtungen iiber die hypoglykimische Phase, die ja auch schon 
Lepine (15) und Bang (16) im AnschluB an die hyperglykamische Phase 
nach gropen Zuckergaben gesehen hatten, ohne ihnen allerdings Bedeutung 
zuzulegen, zu einer neuen Auffassung der intermedidren Vorgdnge, die 
sich bei dem gesamten Zuckerstoffwechsel abspielen. 
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Ver 
Blutzuckergehalt in Gramm Pro 
N = Normalernahrt, H = Hinges 
Tabelle Zufuhr-Bedingungen Tiere blog 
1 4 If, 
l 80g Glykose per os in N 0,103 0,143 0,176 
300 cem Wasser H 16 Tage 0,173 0,250 0329 
A 11. Woche 0,163 0,253 0,320 
2 80¢ Glykose per os in N 0,091 | 0,125 | 0,150 
300 ccem Wasser H 16 Tage 0,156 0,225 0305 
A 6. Woche 0,139 | 0,175 | 0,240 
3 10g Glykose per os in N 0,098 | 0,174 | 0,170 
300 cem Wasser H 18 Tage 0,148 0200) 0,181 
A 7. Woche 0,157 | 0,176 0210 
4 25g Glykose intraperi- N 0,102 0,151 , 0,130 
toneal in 100ccm H 24 Tage 0,151 0,203 | 0,201 
Wasser A 7. Woche 0,147 = 0,159 0,201 
5 5g Glykose intraperi- N 0,089 = 0,123 0,118 
toneal in 100ccm H 19 Tage 0,161 0,203 0,175 
Wasser A 7. Woche 0,051 | 0.072 | 0,203 
6 5g Glykose intrave- N 0.107 0,152 0,116 
nos in 100 cem H 21 Tage 0,171 0.191 0,147 
Wasser A 6. Woche 0,201 0.350 0,160 
T 2% 
7 25g Glykose intrave- N: 0,091 0,731 | 0,620 
nos in 100 eem 
Wasser H 20 Tage 0,173 | 0,930 0,891 
A 6. Woche 0,157 = 0,771 , 0,893 
8 5g Glykose subkutan N 0,111 0,129 0.151 
in 100cem Wasser H 22 Tage 0,171 0,197 0,173 
A 7. Woche 0,207 | 0,247 0,241 
9 25g Glykose subkutan N 0,099 = 0,191 | 0,271 
in 100ccm Wasser H 21 Tage 0,163 0,203 0,283 
A 6. Woche 0,173 0,251 0,295 
10 10g Glykose  rektal N 0.107 0,093 0.081 
in 150ccm Wasser H 21 Tage 0,161 0,150 0,124 
A 7. Woche 0,183 0,174 0,169 
11 50g  Glykose  rektal N 0,097 0,200 0,253 
in 150cem Wasser 
H 22 Tage 0,148 0,225 0,277 
A 7. Woche 0.141 0,166 0,201 
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ante lle. 
> Methode. ) 
.vitaminose, + Glykosurie in °/). 
2 215 3 31, 4 41), 5 51/5 6 24 
bi75 «0,153 0,149 0,130 0125 0,110 0.108 0,100 0,098 0,090 0,109 
28) 0,251 0,227 0,225 — 0,221 _ 0,219 — 0.163 0.168 
400 0.450 0549 0546 — 0519 — 0475 — 0421 0,326 
+ 6°/, + 12° 
163. 0,147 | — | 0120; — | 010 — | 0101 0,091 0,097 
301 0,271 0218' — | 0200 — | 0201, — | O101 | 0173 
395 0,418 0350 — 0300 — | 0271, — | 0250 | 0,221 
f t 0,9°/, + 3° 0 
b.097 0,093 0.091 — 0,097 — 0,095 - 0,101 0,093 
0147 0,149 0148 — | 01649 — | 0150 - | 0,151 0,145 
4s; 0192 | — | 0108 | — | 0081, - 0.041 . 0,149 0,093 
142 0,141 6162 | — | 049, — | O1683| — | 190 | oles 
157 0216 — | 0153! — | 0163 — | 0,143 0,147 0,161 
193 0,207 0230 ' — | 0157 — | 0,130 0,143 0,145 
+0,9°/, +1,79/, 
080 «60,091 | 0,101 0,091 0,100 0,101 0,090 0,089 0,091 0,090 0,085 
1170; 0,180 | — | 0174; — | 0180| — | 0179| — | 0,078 | 0.079 
150 0,112 | 0,114 0139 — | 0170) — | 0153 | — | 0,159 0,152 
081 0,161 0170! — | 0181 — | 0131 . 0,107 0,099 
121 0171 0,167 | — | 0165, — | 0,130 0,167 0,170 
071 0,073 - 005 — | 0029 — 0051 — | 0073 0,087 
a) 6° le + 590 ly 
$497 0.201 0,150 0,163 0,161 0,130 0,100 0,093 0,087 0,093 0,125 
+ 3°/o +4,5°/9 
701 0,613 | 0,500 0,318 0,208 0.219 0,221 0,107 0,151 0.157 0,191 
+ 159, 
D301 0,805 0.817 0,707 0,501 0441 0,407 0,403 0.311 0,313 0,308 
0,120 | - o112| — | 0121; — | 0103 | — | 0,100 | 0115 
'179/ 06.179 | — | 01938; — | 0177| — | 01683 | — | 0,169 | 0173 
b.187 0,170 0,121 | — | 0149 — | 0173; — | 0,175 | 0,196 
161 0,133 0,137 — 0,141 — 0,135 — 0,123 0,107 
201 | 0.2038 | —  0157| — 0139; — | 01665 | — | 0,130 | 0,159 
+1%/ + 4°/5 
401 0,325 0201 | — | 0307 — | 0201 | — | 0213 | 0,193 
085 0,101 0,125 | — | 0,146; — | 0177 | — | 0,151 | 0,100 
125 0,169 - 0.171 — 0203 0218 | 0201 — | 0202 0,173 
145 0,149 0,151 0,177 0.183 0.203 0.225 | 0.225 0,218 0,200 0,178 
{| Di), 0 
200 0,153 0,148 0,125 0.108 — | 0081 — | 0,101 0,098 
3°, 
r 0 
/ 0.225 0221 0200 — 0181 — | 0153 — | 0137 0.147 
Lb 20 
279 §=0,250 «0,225 «(0,201 — 0,183 — | 0,180 — 0,200 0,193 








Beitrag zur Untersuchung des Magensaftes 
auf seine eiweiblésende Wirkung. 


Von 
Ernst Kupelwieser und Otto Résler. 


(Aus dem Institut fiie allgemeine und experimentelle Pathologie der Uni- 
versitaét Graz.) 


(Eingegangen am 27. November 1922.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Bei der Untersuchung einer Fermentwirkung kann es sich um ver- 
schiedene Dinge handeln, von denen es abhingen wird, welche An- 
forderungen an eine im betreffenden Falle verwendete Methode zu 
stellen sind: Entweder, es wird der Fermentproze8 als solcher zum 
Gegenstand der Untersuchung gemacht hinsichtlich der Gesetzlich- 
keiten und Bedingungen, denen er unterworfen ist, oder es soll die 
Wirkung einer natiirlichen oder kiinstlichen Fermentlésung in ihrem 
rationalen Ma quantitativ dargestellt werden, was nur im _ Be- 
schleunigungsmaB oder einer diesem proportionalen Grobe geschehen 
kann; in beiden Fallen hat sich die Versuchsanordnung den Gesichts- 
punkten der Fermentkinetik unterzuordnen. Endlich aber kann man 
auch fragen nach der Konzentration, in welcher der Trager der Ferment- 
wirkung in einer vorgegebenen Fliissigkeit enthalten ist. Dabei kann es 
sich, solange man das Ferment und die Gesetze einer allfalligen Disso- 
ziation in wirksame und unwirksame Anteile nicht kennt bzw. quan- 
titativ beherrscht, selbstverstandlich immer nur um das Ermitteln 
relativer Konzentrationen des wirksamen Agens handeln; d. h. die 
Antwort auf die gestellte Frage kann nicht anders lauten als: Die zu 
untersuchende Fliissigkeit, z. B. Magensaft, in soundsovielfacher Ver- 
diinnung ist unter gleichen Umstinden ebenso wirksam wie eine andere, 
von der ich im giinstigsten Falle wissen kann, daf sie ein bestimmtes 
Fermentpraparat in bekannter Konzentration enthalt. 

Die experimentelle Beantwortung der so eingeschrankten Frage 
nach der ,,Fermentkonzentration’’ kann geschehen: entweder durch 
Reihenversuche, bei denen man eine Anzahl Verdiinnungen der zu 
untersuchenden Fliissigkeit tatsiichlich herstellt und mit der Lésung 
eines Fermentpriparates vergleicht, oder man kann als tertium com- 
parationis eine ein fiir allemal vorher ermittelte Kurve verwenden, 
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lie den funktionalen Zusammenhang zwischen relativer Konzentration 
ind Umsatz unter bestimmten Versuchsbedingungen graphisch dar- 
stellt!). Das Verfahren ist an die Bedingung gekniipft, daB diese Be- 
ziehung zwischen relativer Konzentration und Umsatz fiir die zu unter- 
suchende und die Vergleichsfliissigkeit von gleicher Form ist. Die 
im folgenden mitgeteilte Versuchsanordnung soll der Priifung von 
Magensiften auf ihre relative Wirksamkeit dienen und benutzt die 
zuletzt gekennzeichnete Art des RiickschlieBens von einem nach einer 
bestimmten Zeit beobachteten Umsatz auf die relative ,,Ferment- 
konzentration‘‘. 

Die Methoden zur Pepsinbestimmung zerfallen je nach der Formart, 
in welcher das Substrat der Einwirkung des Fermentes ausgesetzt wird, 
in zwei Gruppen: In die eine gehéren jene, bei denen die Auflésung 
eines festen (koagulierten) Proteins beobachtet wird, in die andere 
solche, die die Spaltung eines schon (kolloid) gelésten Eiweib- 
kérpers als Merkmal der Fermentwirkung gebrauchen?). Es handelt 
sich hierbei um die Beobachtung zweier von verschiedenen Gesetzlich- 
keiten beherrschter Vorginge, was auf eine in beiden Fallen ungleiche 
Wirkungsweise des Pepsins hinweist*). Man hat daher immer wieder 
zu Methoden der ersten Gruppe gegriffen, obwohl das Arbeiten mit 
einem makroheterogenen System Fehlerquellen mit sich bringt, von 
denen man beim Benutzen eines mikroheterogenen verschont bleibt. 
Insbesondere wurde hervorgehoben, da die Lésung hitzekoagulierter 
Proteine die physiologische Aufgabe der peptischen Magenverdauung 
des Menschen sei‘), indem ihr ein vorbereitender Charakter zukomme, 
withrend die Aufspaltung des im Magen gelésten Nahrungseiweibes 
vorwiegend von den Fermenten des Diinndarms besorgt wird. Dies 
war auch der Grund, der Christiansen®) in dem Bestreben, das proteo- 
lytische Vermégen des Magensaftes an seiner physiologischen Wirkungs- 
weise Zu messen bzw. zu vergleichen, veranlaBte, die wegen ihrer vielen 
Fehlerquellen schon fast aufgegebene Mettsche Methode einer griind- 
lichen Neubearbeitung zu unterziehen. Uberdies erfiillt dieses Verfahren 
die fiir das Studium von Fermentgesetzlichkeiten wichtige Bedingung, 
daB die Oberfliche des Substrates wihrend des fortschreitenden Lésungs- 
vorganges in guter Anniherung konstant bleibt. Dagegen sind es 
Schwiichen der Methode, daB das Herstellen von Réhrchen mit ge- 
eignetem Inhalt schwierig und die Messung des Effektes nur mit recht 
beschrinkter Scharfe mdglich ist. 


1) Vgl. E. Kupelwieser, diese Zeitschr. 181, 413 (besonders 468), 1922. 
2) Literatur bei 2. Zunz, Handb. d. biochem. Arbeitsmeth. 8, 44ff., 1915. 
3) Literaturangaben bei EH. Kupelwieser, a. a. O., 8. 414, Anm. 2. 

4) J. Christiansen, diese Zeitschr. 46, 257, 1912. 

5) Ebendaselbst. 
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Nun besitzen wir in den nach den Angaben Pregls bereitete: 
Substraten!) Dauerpraparate, die sich nach unseren Erfahrungen als 
Objekte proteolytischer Fermentwirkungen vorziiglich eignen und im 
Refraktometer ein Instrument, mit dem sich die Lésung fester Stoffe 
mit groBer Scharfe quantitativ verfolgen laBt. Der eine von uns hat 
die von Pregl und de Crinis?) zum Nachweis von Abwehrfermenten 
angegebene Refraktometermethode in quantitativer Hinsicht durch- 
gearbeitet®), und es lag nahe, die so ausgestaltete Methode zur Unter- 
suchung der eiweiBlésenden Wirkung des Magensaftes heranzuziehen‘). 
Wir sind uns bewuBt, daB wir beim Verwenden eines Substrates der 
Preglschen Art auf die Konstanterhaltung der Oberfliche des Substrates 
wihrend des Versuches verzichten muBten, doch konnten wir dies tun. 
da es uns um die Ausarbeitung eines Verfahrens zum’ Vergleichen 
von Fermentkonzentrationen, nicht um eines zum Studium von Ferment - 
gesetzen zu tun war. 

Wollte man den Vorteil eines schirferen Erfassens des Effektes, den 
das Refraktometec bietet, gewinnen, ohne auf die Konstanz der Oberfliache 
zu verzichten, so kénnts; man ohne weiteres die Mettschen Réhrchen bei- 
behalten, aber nicht das Verschwinden ihres Inhalts, sondern die Brechungs- 
indexzunahme des fliiss:gen Systemanteils beobachten. 

Bei der nun folgeiden Beschreibung unseres Verfahrens kénnen 
wir uns sehr kurz fassen, indem wir beziiglich der beim quantitativen 
Arbeiten einzuhaltenden Normen auf die ausfiihrliche Arbeit des einen 
von uns®) hinweisen. 


1. Herstellung des Substrates. 

Das WeifBe von etwa zehn Hiihnereiern wird mit Wasser auf das 20 fache 
Volumen verdiinnt und einige Stunden stehen gelassen, hierauf durch einen 
Nutschenaufsatz ohne Filter durchgegossen, wodurch man die gréberen 
Formbestandteile entfernt. Nun saiuert man mit verdiinnter Essigsiure 
bis zu (gegen Lackmus) schwach saurer Reaktion an und JaBt am Wasser- 
bade 4 bis 1 Stunde lang koagulieren. 

Wenn das Ansiuern in richtigem AusmaBe geschah, ist die Fliissigkeit 
nach dem Koagulieren wasserklar und der Niederschlag grobflockig. 


1) F. Pregl, Fermentforschung 1, 7, 1914. 

2) F. Pregl und M. de Crinis, ebendaselbst 2, 58, 1917. 

3) HE. Kupelwieser, a. a. O. 

*) Unseres Wissens wurde das Refraktometer zur quantitativen Pepsin- 
bestimmung bisher verwendet von G. Schorer, Inaug. Diss. Bern 1908 
(zitiert nach H. Reiss, Handb. d. biochem. Arbeitsmeth. 8, 117, 1915). 
Jener Autor arbeitet mit einem mikroheterogenen System und bestimmt 
die Menge des nach der Einwirkung des Magensaftes nicht ausfillbaren 
EiweiBes. Wiahrend des AbschlieBens unserer Arbeit ist uns ferner das 
Referat (Med. Klinik Nr. 31, 1922) tiber eine am 34. KongreB der 
deutschen Gesellschaft fiir innere Medizin (April 1922) von Reiss und 
Schorer vorgetragene Methode zu Gesicht gekommen, die der unseren 
ahnlich zu sein scheint. 
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Nach dem Absetzen des Niederschlages hebt man die dariiberstehende 
Fliissigkeit mit einem Heber zum gro8ten Teil ab, bringt den Niederschlag 
auf ein Filter und verdrangt das Wasser mit Alkohol. Hierauf wird der 
Niederschlag in einen Kolben iibertragen und mit steigendem Alkohol 
geschittelt. In diesem Stadium kann man ihn tiber Nacht stehen lassen. 
Das Schiitteln setzt man dann mit Ather-Alkohol und reinem Ather fort, 
um schlieBlich tiber fallenden Alkohol wieder zu Wasser zurtickzukehren. 
Nun wird das Eiwei®B zur Entfernung wasserléslicher Bestandteile in einem 
groBen Kolben mit je mehreren Litern destillierten Wassers wiederholt 
griindlich ausgekocht und schlieBlich auf einer Filternutsche mit Alkohol, 
Ather-Alkohol und Ather rasch getrocknet. Etwa noch vorhandene grébere 
Bréckeln kénnen in der Reibschale zerrieben werden. 

Man erhalt so ein spontan fast vdéllig unlésliches, wohl aber in 
Wasser quellbares und von Pepsin im salzsauren Medium angreifbares 
Trockenpriparat, das sich nach unserer Erfahirungen jahrelang wn- 
verandert aufbewahren laBt. 


2. Priifung des Substrates auf seine spontane Léslichkeit. 

Versuch a (Priifung des Kochwassers): Je 0,! g Substrat in 5 cem 
destilliertem Wasser 1 Stunde quellen lassen, dann eine Minute lang gekocht ; 
30 Minuten spiter kurz zentrifugiert und den Frechungsindex (,,np‘‘) 
des Kochwassers bestimmt. 

Die Versuche ergaben Brechungsindexzunah'nen (,,4°°) des Koch- 
wassers gegeniiber destilliertem Wasser von 0.00001 bis 0,00006. 

Versuch b (Priifung der Léslichkeit unter unseren Versuchsbedingungen) : 
Zu je 0,1 g Substrat nach dem Quellen je 5ccm einer 0,03n HCl zugesetzt, 
5 Minuten gemischt, zentrifugiert und den np bestimmt; hierauf 24 Stunden 
lang unter standigem Mischen bei + 37°C digeriert und nach kurzem 
Zentrifugieren neuerdings den np bestimmt. 

Es ergaben sich 4-Werte von 0,00000 bis 0.00006. Das Substrat 
erfiillt also praktisch die Bedingung der spontanen Unloslichkeit. 


3. Unsere Versuchsanordnung. 

In einer Reihe von Vorversuchen hatten wir uns folgende, fiir 
unsere Zwecke giinstige Versuchsanordnung zurechtgelegt, an der wir 
weiterhin festhalten!): Wir wiegen 0,1 g Substrat lufttrocken auf 
+ 0,001 g genau ab und bringen es in ein gereinigtes und getrocknetes 
Probierréhrchen von etwa 100mm Linge und 10mm _ Durchmesser. 
Nun fiigen wir mit einer Spritzvorrichtung (S. 452) siedendes destil- 
liertes Wasser zu und lassen das Substrat darin mindestens 1 Stunde 
lang quellen. Die weiteren Handgriffe geschehen nach einer Zeit- 
einteilung wie folgt: Mit einer an ihrem Ende etwas gebogenen Glas- 
kapillare wird (wenn notwendig, nach kurzem Zentrifugieren) das 

1) Die eingeklammerten Seitenzahlen geben die Stellen in der eingangs 


zitierten Arbeit von HL. Kupelwieser an, wo hier nur kurz Erwahntes aus- 
fiihrlich behandelt wurde. 
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Wasser modglichst vollstandig abgesaugt, wobei aber ein merklich: 

Substratverlust zu vermeiden ist. Dann werden 5 ccm der Ferment 

lésung oder der zu untersuchenden Magensaftverdiinnung zugesetz 

und das mit einem Gummistépsel (den wir vor jedem Gebrauch au: 
kochen) verschlossene Réhrchen kommt nun fiir 5 Minuten auf einen ein 
fachen Mischer!). Hierauf wird kurz zentrifugiert, und genau 10 Minute: 
nach dem Zusatz der Fermentlésung wird dem Roéhrchen ein Tropfe: 
Fliissigkeit entnommen und mit diesem das Pulfrichsche Eintauch 
refraktometer beschickt. Das Réhrchen kommt wohlverschlossen nac! 
kurzem Umschiitteln auf einen Mischer, der im Innern eines au! 
+ 37+ 0,5°C eingestellten Luftthermostaten in Gang erhalten wird 
(etwa drei Umdrehungen in der Minute). 

In der dem Réhrchen entnommenen Fliissigkeitsprobe wird de 
Brechungsindex mittels des Pulfrichschen Eintauchrefraktometers mit 
Hilfsprisma bestimmt (S. 418ff.) und der nach 20 Minuten Temperier- 
zeit ermittelte Wert wird als ,,np,“‘ notiert. Die Behandlung eines 
Réhrchens vom Zusetzen der Fermentlésung bis zum Ablesen er- 
fordert somit 30 Minuten. Werden mehrere Versuche hintereinander 
gemacht, so nimmt man das Absaugen und den Fermentzusatz knapp 
vor dem Ablesen der vorhergehenden Probe vor und hat, bis die nachste 
Probe zu entnehmen ist, gerade Zeit zum Reinigen des Refraktometers. 
14 Stunden nach dem Fermentzusatz wird das Réhrchen aus dem 
Thermostaten herausgenommen und zentrifugiert; man entnimmt ihm 
eine zweite Fliissigkeitsprobe und bestimmt neuerdings den Brechungs- 
index: ,,np,“. Die Differenz: 4 = np, — np, ergibt eine der gelésten 
EiweiBmenge proportionale Ma{zahl?*). 

Die Vereinfachungen, die gegeniiber fritheren Angaben (S. 461 ff.) 
eintreten konnten, hingen damit zusammen, da8 wir hier mit zehnfach 
groéBeren absoluten Mengen arbeiten, so da8 mehrere Fehlerquellen ver- 
nachlassigt werden konnten. Ferner stellte es sich heraus, daB bei unseren 
Pepsinversuchen auch bei Bruttemperatur und langerer Versuchsdauer 
keine Stérungen eintraten, die man als Bakterienwirkung hatte deuten 
miissen, so daB wir die Versuchszeit mit 14 Stunden ansetzen konnten. 


4. Ermittelung der ,,Pepsinkurve“. 
Es galt nun, die Abhiangigkeit des unter unseren Versuchsbedin- 
gungen erreichten Umsatzes bzw. der diesem entsprechenden Brechungs- 


1) Der hier gebrauchte Mischer unterscheidet sich von dem bei EZ. Kupel- 
wieser 8. 447 beschriebenen nur insofern, als die Lécher des Korkes den 
Probierréhrchen so angepaBt sind, daB die Réhrchen ohne Halter am 
Mischer befestigt werden kénnen. 

*) Vgl. HE. Kupelwieser, a. a. O., 8. 464ff. Dort wurde dies fiir Lésung 
des Substrates durch Trypsin gezeigt, was hier fiir Pepsin um so mehr gilt. 
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lich: idexzunahme von der verwendeten Konzentration eines zum Vergleich 
ment erangezogenen Fermentpraparates festzustellen. Als solches benutzen 
esetz ir ein Pepsinum germanicum, gelést in 0,03n HCl. Von einer 4 Stunden 
h aus or dem Versuchsbeginn bereiteten 0,2proz. Stammldésung_ stellten 
mn ein vir die zu untersuchenden Verdiinnungen her; mit jeder wurde eine 
mute vréBere Anzahl von Versuchen ausgefiihrt, deren Ergebnisse fiir jede 
ropfei Verdinnung um héchstens + 0,00005 np-Kinheiten voneinander ab- 
auch wichen. In der Tabelle I sind unter J die Mittelwerte der bei jeder 
nac} untersuchten Verdiinnung beobachteten np-Zunahmen eingetragen. 
S au Diese Zahlen sind nach der Fehlerrechnung, auf deren Wiedergabe 
wird wir hier verzichten, mit wahrscheinlichen Fehlern von + 0,00001 bis 
+ 0,00002 behaftet. 
1 =) 
_— Tabelle I. 
‘8 mit 
erier- Prozentgehalt ‘ a ' 
dieen | an Pepsinum gern. an Pepsinum germ. 
mer- | 0.010 0.000 43 0,080 0,002 18 
ander 0,015 0,000 70 0,100 0,002 27 
napp 0,020 0,000 90 0,120 0,002 34 
PI 0,025 0,001 10 0.140 0,002 40 
chste 0,030 0,001 38 0,160 0,002 42 
eters. 0,049 0,001 81 0,180 0,002 48 
te 0,050 0,001 99 0,200 0,002 52 
gy 0,060 0,002 07 
; ihm 
ungs- Die folgende Kurve gibt die in der Tabelle zusammengestellten 
Osten Versuchsergebnisse graphisch wieder: 
Um die hier verkleinert abgebildete Kurve bequem zum Ablesen 
31 fff. ) benutzen zu kénnen, wurde ihr Abszissenmafstab relativ zum Ordi- 
ifach natenmaBstab verfiinffacht und die py, 
| ver- ganze Kurve in solcher GréBe auf $ 
seren Millimeterpapier gezeichnet, dal $ 20 
lauer 1mm der Abszisse 0,0002°% ,,Fer- Pecan 
uten mentgehalt“, Imm der Ordinate ~ 4 
S 
nten. eine Brechungsindexzunahme von "A 60 
0,00001 bedeutete. | 40 
Ob die Abhingigkeit des Um- ; 20 
»din- satzes vom Verdiinnungsgrad sich ‘§ 200% 
ings- unter den gleichen Versuchsbedin- ‘) 
gungen auch fiir den Magensaft durch § 60 
upel- dieselbe Kurve werde darstellen & 
den . £ 2 
ake lassen, muBten die nun folgenden —$ 
Versuche erweisen, bei denen an nese 





sung Stelle der Fermentlésung Magensaft 
gilt. in verschiedenen Verdiinnungen trat. 
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5. Gewinnung und Behandlung des Mageninhaltes. 

Der Mageninhalt wurde der Versuchsperson mittels des Magen 
schlauchs entnommen, 34 Stunden nachdem sie ein Ewald- Boas sche 
Probefriihstiick auf niichternen Magen genossen hatte. Wir wihlte: 
diese, aus 35 g Weifbrot und 400 ccm Tee bestehende, an der hiesigen 
medizinischen Universitatsklinik gebriuchliche Probemahlzeit deshalb 
einmal, weil sie die am haufigsten verwendete ist und weil sie ferne: 
iiberall in nahezu gleicher Beschaffenheit hergestellt werden kann. 

Der Mageninhalt wurde zentrifugiert und von dem von festen 
Partikeln befreiten Zentrifugat jene spiter beschriebenen Verdiinnungen 
hergestellt, die wir auf ihre eiweiBlésende Wirkung untersuchten. 


6. Versuche mit Magensaft. 


Ks galt zunachst festzustellen, in welchen Verdiinnungen der 
Magensaft anzuwenden sei, damit die unter unseren Versuchsbedin- 
gungen auftretenden 4-Werte iiberhaupt in das Bereich der Pepsin- 
kurve fallen. Bei den zu diesem Zwecke unternommenen Vorversuchen 
stellte sich heraus, daB dies in der Regel bei 200- bis 1000facher Ver- 
diinnung des Magensaftes der Fall ist. Dieser Umstand war unserer 
Methode in zweifacher Weise ginstig: Erstens hért nach Nirenstein 
und Schiff!) die Hemmungswirkung des Mageninhaltes auf die Pepsin- 
verdauung schon bei 16facher Verdiinnung auf, so daB wir ganz sicher 
sein konnten, mit dieser Fehlerquelle nicht rechnen zu miissen, und 
zweitens brauchten wir die wechselnden Aziditatsverhaltnisse des 
Magensaftes nicht zu beriicksichtigen, da — wie eine Uberschlags- 
rechnung zeigt — bei der iiber 100fachen Verdiinnung praktisch das 
Verdiinnungsmittel allein die H-lonenkonzentration des Mediums be- 
stimmt. Wir verdiinnen daher den Magensaft ohne Riicksicht auf 
seine freie und Gesamtaziditat mit 0,03n HCl?) und kénnen dabei 
rechnen, da in der Fliissigkeit eine [H'] von nahezu 3,10—? vorhanden 
ist. Diese Reaktion des Mediums hatten wir gewihlt, weil sie dem 
Wirkungsoptimum des menschlichen Pepsins entspricht (Christiansen 
gibt es als im Mittel bei 0,028n HCl gelegen an), verzichteten jedoch 
auf das Anwenden von Puffern, da es sich ja nur um das Einhalten 
gleicher Anfangsbedingungen handelte. 


1) E. Nirenstein und A. Schiff, Arch. f. Verdauungskrankh. 8, 559, 
1902 (zitiert nach J. Christiansen). 

2) Nur wenn wir aus besonderen Griinden Magensifte in geringerer 
Verdiinnung untersuchten, beriicksichtigten wir den Gehalt des Magen- 
saftes an ,,freier HCl“ in entsprechender Weise, so daB wir auch hier eine 
Verdiinnung mit einem (H’) von nahe 3.10—2 herstellten. 
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Ob wir mit dieser anfinglichen [H’] auch das Wirkungsoptimum des 
im Vergleich herangezogenen Pepsinum germ. getroffen hatten'), blieb 
leichgiiltig, da ja das Vergleichen mit einem bestimmten Pepsin- 
raparat ohnehin schon eine Willkirlichkeit enthalt. 

Die nachste Aufgabe bestand nun darin, zu priifen, ob unter den 
sleichen Versuchsbedingungen beim Magensaft dieselbe Abhangigkeit 
,wischen relativer Konzentration und Umsatz (bzw. den beobachteten J) 
bestehe wie fiir das Pepsinpriparat. Dies geschah in Versuchen, bei 
lenen ein und derselbe Magensaft in verschiedenen Verdiinnungen, 
aber unter sonst ganz gleichen Umstinden untersucht wurde. Es 
zeigte sich, daB die fiir unser Pepsinpraparat ermittelte Abhangigkeit mit 
hinreichender Annaherung auch fiir den Magensaft gilt, so daB mittels 
der 8. 43 in verkleinertem Mafstab abgebildeten Kurve Magensaft mit 
einer Lésung des Pepsinpriaparates oder verschiedene Magensifte unter- 
einander hinsichtlich ihrer Wirksamkeit verglichen werden kénnen. 

Der Grad dieser Ubereinstimmung sei an vier charakteristischen 
Versuchen (die so ausgewahlt sind, daB der in praxi brauchbare Kurven- 
bereich beiderseits iiberschritten wird) in folgender Weise dargetan: 

Die Tabelle II enthalt unter 4 die bei den verschiedenen Magensaft- 
verdiinnungen gefundenen Brechungsindexzunahmen, unter ,, Pabgelesen’ 
die zugeh6érigen Pepsinprozente, wie sie sich an der in entsprechender 
Weise gezeichneten Kurve ablesen lassen. Unter der Voraussetzung, 
da8 die fiir unser Pepsinpraparat ermittelte Kurve auch fiir den Magen- 
saft gilt und die in der Tabelle eingetragenen J4-Werte fehlerfrei sind, 
mu die Proportion gelten: 

V,: Ve: Vg usw. P,: P,: Ps usw., 

wobei die V Verdiinnungen des Magensaftes und die P jene Abszissen- 
werte bedeuten, die nach der Kurve zu den mit gleichen Indizes ver- 
sehenen V gehéren. Mittels der geforderten Proportion kann man 
nun aus einem bei einer bestimmten Verdiinnung gefundenen P-Wert 
berechnen, welche P-Werte man bei anderen Verdiinnungen desselben 
Magensafts finden miiBte, wenn obige Voraussetzungen zutreffen. 
Diese Rechnung ist fiir die in Tabelle I] zusammengestellten Versuche 
durchgefiihrt, und zwar sind unter ,,Pberechnet die aus einem bei 
300facher Verdiinnung gefundenen P berechneten P-Werte eingetragen. 
Die nichste Rubrik gibt die absoluten und die letzte die prozentischen 
Abweichungen der gefundenen von den geforderten P-Werten -an, 
wobei sich die Prozente auf die bei der betreffenden Verdiinnung ge- 
fundenen P-Werte beziehen. 

Um nun aus diesen Zahlen beurteilen zu kénnen, mit welcher 
Anniherung die ,,Pepsinkurve** auch die beim Magensaft herrschende 

1) J. Christiansen findet, a. a. O., daB die Wirkungsoptima verschiedener 
Pepsinpraparate erheblich von dem des menschlichen Magensaftes abweichen. 
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Tahelle 11. 

Magensaft - P P oy 
wreie HCI" |. pei 4 bgelesen | berechnet |Pabgel. — Pher.| 
(tasters. preg nes By peel Frey 1300, re F get 

1/59)  0,00228 0.1030 0,0930 + 0,0100 10 
Vigo (0.00212 --:0,0680 «0.0744. Ss — 0.0064 so 
75 95) 1/55, 0.00208 0.0620 
ij, 0,001. 76 -0.0390 «0.0872 | «+4. 00018 sO 
\/soo0 0.00080 0.0177 0.0186 += — 0.00095 
Vey (0,002.24 00900) 0,110 — 0.0210 ~— 28 
jose (0,002.20 --:0.0820 0.0888 «= — 0,068 ~—s 8 
48 56) 1/53, ~—-0,002 16 ~—-0.0740 
iy 0.00191 0.0440 0.0444 += — 0,0004 1 
‘sooo 0.00103 00228 »—«-0.0222, 40,0006 = 8 
loon 0,001 50 -0,0882 «(00354 « — 000227 
| /oso 0,001.21 »—«(0,0267 (0.0282 Ss 0.0015 ~— ss 
26 44 Ise, (0.00107 0.0286 
/soo «0.00060 0.0133 0,0142 = — 0,0009 7 
tooo 0,000.29 © 0.0063 «0.0071 ~S/ — 0.0008 13 
V/ooo :0,00090 00200-00218 S's 00018 
| tego 0.00073 0.0162 «0.0170 = — 0.0008 ~—S 5 
13 22) 1/°" 0,000 640.0142 
1, 0.00041 -0,0090 | 00085 )=— 40,0005 Ss 
Vo 0,000.23 0.0050 0.0048 = 4+ :0,0007—S 13 
Tabelle III. 
Febler fur Febler fur 
{ P 4 = 0,00005 r P 4 F 0,00005 
in "ly von P in %/) von P 
0,000 10 0,0022 + 50 0,001 85 0,0412 
0,000 20 0.0044 T 25 prog 
0.000 30 0.0066 + 16,7 | 900190 004885 | 4 71 
0,000 40 0,0088 +125 | 0.00195 0,0466 
0.000 50 0.0110 F 10 jee |. 
0,000 60 0,0132 + es | 000200 00610 || +4133 
0,000 70 0.0154 + 71 0,002 05 0,0578 
0,000 80 0,0176 T 62 oy Te 
0,000 90 0,0198 + gg j Seeet0 nacadan VaR oS 
0.001 00 0,0220 + 5 0,002 15 0,0726 
0,001 10 0,0242 T 45 —11,5 
0,001 20 0.0264 + 43 | 900880 0,0820 +176 
0.001 30 0,0286 + 38 | 0,00225 0,0940 
0,001 40 0,0308 T 36 Sif |e Gal 
0,00150  —0,0330 SER le serge ele Og cook eS 
0,001 60 0,0352 31 | 0,002 35 0,1250 
= — 29 j —129 
0,001 70 0,0374 > 35 | 0.00240 01435 | 1 15% 
0,001 75 0,0387 0,002 45 0,1660 
‘aise iin = 3. | e002 60 0.1910 — 13,1 
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eziehung zwischen 4 und relativer Fermentkonzentration darstellt, 
uB man folgendes iiberlegen: Fiir den in einem einzelnen Versuch 
fundenen 4-Wert gilt ein Fehlerbereich von + 0,00005 Brechungs- 
idexeinheiten, wovon wir uns in einer besonderen Versuchsreihe iiber- 
ugt hatten, auf deren Wiedergabe wir verzichten; daher kann jede der 
n der Tabelle II unter 4 stehenden Zahlen mit einem Fehler bis + 0,00005 
behaftet sein. Ein solcher Fehler des 4 hat aber je nach dem Kurven- 
abschnitt, in dem man arbeitet, einen sehr verschiedenen Einfluf8 auf 
die Genauigkeit der abgelesenen P-Werte. Tabelle III gibt eine Uber- 
sicht tiber die prozentischen Fehler, mit denen man bei den P in den 
verschiedenen Abschnitten der Kurve rechnen mu$B, wenn bei den J 
eine Unsicherheit von + 0,00005 zu gewartigen ist. Bedenkt man, 
daB diese Unsicherheit der J bzw. ein durch sie bedingter Fehler des P 
sich im Ausdruck: Pybpgciesen — Poerechnet 2Weimal geltend machen kann, 
so ergibt ein Vergleich der Fehlerprozente der Tabelle Il mit der im 
betreffenden Kurvenabschnitt zu erwartenden Genauigkeit, wie sie 
aus der Tabelle III abzulesen ist, folgendes: Die als Kriterium fiir die 
Anwendbarkeit der Pepsinkurve fiir den Magensaft geforderte Propor- 
tionalitat der V mit den P stimmt im ganzen untersuchten Kurven- 
bereich mit jener Genauigkeit, die im betreffenden Kurvenabschnitt zu 
erwarten ist, jazum Teil wird die erwartete Genauigkeit noch iibertroffen. 
Die S. 43 abgebildete Kurve stellt also fiir unsere Versuchs- 
bedingungen den Zusammenhang zwischen relativer Konzentration 
und Brechungsindexzunahme sowohl fiir das Pepsinpraparat wie auch 
fir den Magensaft dar, und man kann daher an ihr Magensaft mit 
einer Lésung des Pepsinpriiparates oder auch Magensiifte unterein- 
ander vergleichen. Die Genauigkeit eines solchen Vergleiches ergibt 
sich fiir jeden Kurvenabschnitt aus der Tabelle III und ist am gréBten 
bei Brechungsindexzunahmen um J = 0,00170, wo man mit einem 
Fehler der mittels der Kurve abgelesenen P-Werte von nur 3 bis 4% 
zu rechnen braucht. 


7. Praktische Anwendung des Verfahrens. 

Die Anwendung des Verfahrens zur Untersuchung des Magensaftes 
gestaltet sich somit wie folgt: Von dem zu untersuchenden, durch 
Zentrifugieren geklarten Mageninhalt wird eine kleine Probe (1 ccm) 
mit 0,03n HCl zum 100fachen Volumen verdiinnt. Ein Teil dieser 
Stammlésung wird nun im Verhialtnis 1 : 2 mit ebensolcher HCl weiter 
verdiinnt und mit dieser 300fachen Magensaftverdiinnung wird in der 
8.41 f. beschriebenen Weise ein Versuch angesetzt, dessen Schlub- 
ablesung nach 14 Stunden erfolgt. 


Diese Versuchsdauer ist aus praktischen Griinden gewihlt, da es sich 
uns fiir den klinischen Gebrauch der Methode bequem erwies, wenn eine 
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um 6 Uhr nachmittags angesetzte Probe am nachsten Morgen um 8 Uh 
zur Ablesung kam. 

Die unter unseren Versuchsbedingungen nach 14 Stunden gefunden 
Brechungsindexzunahme ,,4° liefert nun durch Ablesen an der i: 
entsprechender Weise vergréBerten Kurve einen Abszissenwert, welcher 
zu folgender Aussage berechtigt: Der 300fach verdiinnte Magensaft isi 
unter denselben Versuchsbedingungen hinsichtlich des Auflésens von 
hitzekoaguliertem EiweiB gleich wirksam wie eine Lésung des zum Ver 
gleich herangezogenen Pepsinpraparates, von jenem Prozentgehalt, de: 
der abgelesene Abszissenwert angibt. Aus der Tabelle IIT laBt sich hin 
zufiigen, mit welchem Fehler man im einzelnen Falle zu rechnen hat 

Sollte nun das bei 300facher Verdiinnung eines Magensaftes ge 
fundene J in einen Kurvenabschnitt fallen, der nicht die gewiinscht« 
Genauigkeit in den P-Werten zuliBt, so kann man den Versuch wieder 
holen mit einer solchen anderen Magensaftverdiinnung, von der man 
auf Grund des schon gemachten Versuchs vorausberechnet hat, dab 
nun das Resultat in einen beziiglich der Genauigkeit giinstigeren Kurven- 
abschnitt fallen wird. Bei einem solchen zweiten Versuch geht man 
wieder von der Stammlésung aus, die man fiir diesen Eventualfall 
kiihl aufbewahrt hatte. 

Es ist klar, daB der Vergleich des Magensaftes mit der Lésung 
eines bestimmten Fermentpraparates etwas Willkiirliches ist, weshalb 
man an der Abszisse ebensogut eine willkiirliche Skala anbringen mag 
(etwa mit dem Normalwert als 1); was aber bestehen bleibt, ist die 
fiir gewisse reproduzierbare Versuchsbedingungen geltende Form der 
Beziehung bzw. Kurve, die es erméglicht, den Beobachtungsgr6éBen 
Zahlen zuzuordnen, welche den Verdiinnungsgraden des Magensaftes 
proportional sind, also angeben, wievielfache Verdiinnungen verschie- 
dener Magensifte gleich wirksam sind. 

Ein weiterer SchluB von den Verdiinnungen gleicher Wirksamkeit 
auf die relative ,,.Fermentkonzentration, wie er zufolge einer Sprach- 
gewohnheit hiufig gemacht wird, ist nicht mehr streng, da er gleiche 
Aktivitat des Triagers der Fermentwirkung bei den verglichenen Magen- 
siften ohne weiteres voraussetzt. 

Das hier beschriebene Verfahren ist ebenso wie zum Vergleich 
von proteolytisch wirksamen Sekreten auch zum Vergleich von Ferment- 
priparaten unter gleichen oder zum Vergleich desselben Priparates 
unter verschiedenen Bedingungen anwendbar; dies insolange es sich 
um die Variation solcher Bedingungen handelt, die keinen Kinflu8 
auf die Form der Vergleichskurve haben. Uber die am klinischen 
normalen und pathologischen Material mit der Methode gewonnenen 
Resultate wird in einer medizinischen Zeitschrift berichtet. 
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HinflubB der Narkotika der Fettreihe auf den Quellungszustand 
der Zellkolloide. 


(Ein Beitrag zur Theorie der Narkose.) 
Von 
M. Kochmann’). 
Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Halle-Wittenberg. ) 
(Eingegangen am 8. Dezember 1922.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Die Vorgiinge, die der Narkose zugrunde liegen, sind noch keines- 
wegs geklart. 

Manche Forscher, wie Binz*), Baumann und Kast*), v. Mering*), 
Heymans*) u. a. haben die Ansicht ausgesprochen, daB die Narkose sich 
uf chemische Umsetzungen zuriickfiihren lasse, und sie bringen infolge- 
dessen die narkotische Wirkung in Beziehungen zu gewissen Atomen und 
\tomgruppen der Narkotika. Diese Ansichten sind heute im allgemeinen 
verlassen worden, obwohl ganz sichere Beweise fiir ihre Unrichtigkeit 
eigentlich nicht vorhanden sind. Man kénnte sich gut vorstellen, daB 
gewisse Atomgruppen in der Tat abgespalten werden und dann mit den 
Zellbestandteilen in Wechselwirkungen treten kénnen, die méglicherweise 
ihrerseits physikalischer oder physikalisch-chemischer Natur sind. 

Die Erstickungstheorie von Verworn®), nach der die Narkotika die 
Oxydationsvorgiinge hemmen und dadurch die reversible Lihmung hervor- 
rufen, darf wohl als widerlegt gelten, wenn auch nicht geleugnet werden 
kann, daB Narkotika tatsiaichlich Zelloxydationen vermindern kénnen. 
Doch diirfte das die Folge und nicht die Ursache der Narkose sein’). 


1) Den Praktikanten des Instituts: Fraulein Anita Kaufmann und den 
Herren Herbert Fischer, Arno Schlanstedt und Robert Hollaender danke ich 
an dieser Stelle fiir ihre fleiBige Mitarbeit bei den vorliegenden Versuchen. 

2) C. Binz, Vorlesungen iiber Pharmakologie, Berlin 1884; Arch. f. exp. 
Path. u. Pharm. 6, 310, 1877; 13, 139, 157, 1881. 

3) KE. Baumann u. A. Kast, Zeitschr. f. physiol. Chem. 14, 52, 1890. 

4) J. v. Mering u. A. Schneegans, Therap. Monatsh. 6, 327, 1892. 

5) J. F. Heymans u. D. De Buck, Arch. int. de Pharm. et de Thérap. 1, 
1, 1894. 

8) M. Verworn, Narkose. Jena 1912. 

7) Eine zusammenfassende kritische Darstellung der Narkosetheorien 
findet sich in des Verfassers Beitrag im Band I des He/fterschen Handbuchs 
der experimentellen Pharmakologie. Verlag von Julius Springer, Berlin. 


Biochemische Zeitschrift Band 136. 4 











dO M. Kochmann: 


Die bekannte Lipoidtheorie von H. Meyer und Overton!) wid ihre 
Vorlaufer, v. Bibra und Harless?), Hermann*), Richet und Oudaille*), kam 
die Narkose als solche nicht hinreichend erklaren. Jedenfalls lassen sic! 
gewichtige Einwande gegen sie geltend machen, die ich anderen Orte 
zusammengestellt habe. Neuerdings sind Anschauungen geaiuBert worden 
die den narkotischen Vorgang durch Beeinflussung der Zellkolloide zu er 
klaren suchen [Hober®), Winterstein®), Traube’), v. Knafjl-Lenz*) u. a.j. Al 
Folge der kolloidchemischen Beeinflussung der Zellen nehmen jedoch die einen 
eine Verminderung der Zellpermeabilitit an, wihrend andere Forscher wieder 
wie Traube und Embden®), eine Erhéhung der Permeabilitiit der narkotisierte: 
Zellen als das Wesentliche ansprechen. v. Knaffl-Lenz insbesondere hat ge- 
zeigt, daB unter Einwirkung verschiedener Narkotika eine Volumverminde 
rung der roten Blutkérperchen eintritt, und zwar bei Konzentrationen, di: 
den narkotischen entsprechen, Da jedoch an roten Blutkérperchen Narkos: 
nicht zu beobachten ist, so fehlt diesen Versuchen die volle Beweiskraft. 


Im folgenden sollen Versuche beschrieben werden, die sich mit der 
Kinwirkung der ersten fiinf normalen Alkohole, des Chloralhydrats und 
Urethans, des Chloroforms und Athers auf ein Modell und auf ein lebendes 
Substrat befassen. Als Modell wahlten wir die Fibrinflocke von M. H 
Fischer™) und als lebendes Substrat den Gastrocnemius von R. tempo- 
raria, bei dem der Eintritt der Narkose durch faradische Reizung festzu- 
stellen ist. 


I, Versuche an der Fibrinflocke. 


Methodik: Das durch Schlagen von Pferdeblut gewonnene Fibrin 
wird von anhaftendem Blute und Gerinnsel durch Waschen in gewohn- 
lichem Wasser befreit, zerschnitten und weiter gewaschen, indem mit 
der Wasserstrahlpumpe dauernd Luft durch das Gefi® hindurchgesaugt 
wird, um dadurch die Fibrinmasse in dauernder Bewegung zu halten. 
Das Waschwasser wurde so oft erneuert, bis das Fibrin vollkommen 
weiBe Farbung zeigt. Hierauf wurde das durch Abpressen vom Wasser 
befreite Fibrin mit n/10 Salzsiure iibergossen, um die Salze in Chloride 


') H. Meyer, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 42, 109, 1899; in H. H. 
Meyer u. R. Gottlieb, Experimentelle Pharmakologie, 5. Aufl. Berlin-Wien 
1921; EF. Overton, Studien iiber Narkose. Jena 1901. 

2) EK. v. Bibra u. EF. Harless, Die Wirkungen des Schwefelithers in 
chemischer und physiologischer Beziehung. Erlangen 1874. 

3) L. Hermann, Lehrb. d. exper. Toxikologie. Berlin 1874. 

4) CO. Richet, C. r. d. 1. soe. d. Biol. 54, 775, 1893. 

5) R. Héber, Physikal. Chem. d. Zellen u. Gewebe, 4. Aufl. Leipzig 1914. 

6°) H. Winterstein, Die Narkose. Berlin 1919. 

7) J. Traube u. F. Kéhler, Int. Zeitschr. f. physik.-chem. Biol. 2, 42, 1915. 

8) BE. v. Knaffl-Lenz, Arch. f. d. ges. Phys. 171, 51, 1918 und Arch. f. 
exper. Path. und Pharm. 84, 66, 1918. 

®) G. Embden, nach Versuchen von H. Lange und B. W. Miiller, Klin. 
Wochenschr. 1, 23, 1922. 

10) M. H. Fischer, Arch. f. d. ges. Physiol. 125, 99, 1908. 





in 
da 


aa. aan Om 


influB der Narkotika der Fettreihe auf den Quellungszustand usw. 51 


are berzufiihren oder zu lésen. Nach 24stiindigem Stehen mit der Salz- 
ant iure wird diese abgegossen und das Fibrin so lange gewaschen, bis 
Sic! 


las Waschwasser mit Silbernitratlésung keine Triibung mehr gibt, 


sea vas gewohnlich nach sechs- bis achtmaligem Wechsel der Fall ist. 
er Darauf wurde das Fibrin in diinner Schicht auf groBe Glasplatten 
Al iusgebreitet und bei etwa 30° getrocknet. Dann wurde es abgekratzt 
Bon ind im M6rser zu einem feinen staubférmigen weiBen Pulver zerrieben, 
der . = 
en das im Exsikkator aufbewahrt wurde. 
go- Von diesem trockenen Fibrinpulver wurden je 0,25 g¢ in Reagenz- 
de vliser gebracht, die einen Durchmesser von 1,7 cm hatten und so aus- 
aie | gewahlt waren, daB 25 ccm Fliissigkeit eine Siule von gleicher Héhe 
7. ergab. Durch Vorversuche war festgestellt worden, daB das Fibrin 
i auch in Wasser Quellung zeigte, aber doch bei weitem nicht in dem- 
hea selben MaBe wie in n/100 Salzsiiure. Fiir die Versuche wurde sowohl 
‘. die Quellung in destilliertem Wasser, wie besonders in Salzsiure benutzt. 
H Die Lésung der Narkotika, deren Wirkung auf den Quellungszustand 
po- der Fibrinflocke bei verschiedenen Konzentrationen gepriift werden sollte, 
i, geschah in der Weise, daB zuniichst eine Lésung der Narkotika in destil- 
liertem Wasser hergestellt wurde, die doppelt so hoch konzentriert war 
als die héchste Konzentration, die untersucht werden sollte. Diese wurde 
dadurch gewonnen, da diese Stammlésung zu gleichen Teilen mit n/50 : 
om Salzsiure verdiinnt wurde; aus dieser Lésung lieBen sich die folgenden 
= Konzentrationen durch Verdiinnung mit n/100 Salzsiure bereiten. Jede 
nit Versuchsreihe wurde mit zwei Kontrollen gleichzeitig angesetzt, in 


agt denen die Quellung des Fibrins in destilliertem Wasser bzw. n/100 Salz- 
4 siure ohne Zusatz des Narkotikums beobachtet wurde. Die Hohe der 





en. i a . : : 
im Fibrinflocke, aus der die Gr6Be der Quellung hervorgeht, wurde dann in 
a Abstiinden von zunichst 4, Stunde und dann einer ™% Stunde gemessen. 
ide 1. Methylalkohol. Mol.-Gew. 32, spez. Gew. 0,796, Versuchstemperatur 
17°. Die Ergebnisse lassen sich aus der Tabelle entnehmen’). 
H. 2 = 2 2 eT a = 2 
Zeit E 7 - : - 7 : T = 
in = : e c i x 2 3 “ 
|| ; @ + or] a ) e =) ai 
5h 5! 5,57)| 2,4 4,2 5,1 5,1 5,7 5,8 5,5 5,5 
5 30 5,7 2,3 4,3 5,2 5,4 5,8 5,9 5,7 §,7 
4. 6 00 5,7 2, 4,4 5,3 5,4 5,8 6,0 5,7 5,7 
In % ausgedriickt, die Kontrolle = 100 gesetzt. 
5. 515 100,0 | 43,6 73,6 | 92,7 92,7 103,6 105,4 |100,0  100,0 
f. 5 30 100,0 40,3 75,4 91,2 94,7 101,7 103,5 100,0 100,0 
6 00 100,0 40,3 | 77,1 | 92,9 | 94,7 |101.7 |105,2 |100,0 100,0 
in. sialic 


1) Der Kiirze halber wird immer nur ein Versuch tabellarisch angefiihrt. 
*) Hohe der Fibrinsiule in Zentimetern. 


1 * 
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2. Athylalkohol. Mol.-Gew. 46, spez. Gew. 0,7704, Temperatur 17 
(s. Abbildung). 
e - + aL > ” “ © 
Zeit = & -_ ' = vi ~ pL 
- r= S - - al tT be 
D + big ., ) e 
11545’ 5,7 1,8 3,5 4,8 5,7 5,8 6,0 6,2 
12 00 5,9 1,8 3.5 4,9 5,7 5,8 5,9 || 6,3 
12 30 5,9 1,8 3,5 4,9 5,7 5,8 5,9 |] 6,3 
In °/, ausgedriickt, die Kontrolle = 100 gesetzt. 
11 45 100,0 | 31,6 | 61,4 | 84,2 100,60 101,7 105,0 108,7 
12 00 100,0 | 30,5 | 59,3 |) 83,0 96,6 98,3 100,0 106,7 
12 30 100,0 | 30,5 | 59,3 | 83,0 96,6 98,3 100,0 106,7 
2a. Fortsetzung. 
> = = = 2 
3 = * Pe = = 
3 = 5 g 5 Sz g 
Zeit © - re ¢ os € 
S a t R 7 ‘4 ¥ 
ra u 2 = a A 
€ - & e 
1145’ 6,0 5.9 5,7 5,7 5,7 5,7 5,7 
12 00 6,1 6,0 5,9 5,9 5,9 5,9 || 5,9 
12 30 6,1 6,0 5,9 5,9 5,9 5,9 |] 5,9 
In °/, ausgedriickt, die Kontrolle = 100 gesetzt. 
ll 45 105,2 103,4 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 
12 00 103.3 101,6 100.0 100,0 100,0 100,0 100.0 
12 30 103.3 101.6 100.0 100.0 100.0 100,0 100,0 





a b 


a) und 1) Kontrollen; 
b) 8n Lésung; 
c) 4 ‘ 
d) 2 


e) 1 


c 


d e 


Fibrinsaule 


f 
Abb. 1. Einflu8 des Athylalkohols auf die Quellung der Fibrinflocke. 
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3. Propylalkohol. Mol.-Gew. 


\ngesetzt 2650’. 


60, spez. Gew. 0,805, Temperatur 17°C, 








A 2= wn A a = 

£ a - c mn “ ba S = ac = 

Zeit a se = == S 

Z r—} =] = a) + i aa co o* x 

a + “ = c on co a al 
sbO5! 5,4) 2,9) 3,5 7; 52 6,2 6,0 6,0 5,7 5,7 5.4 
} 20 5,9} 3,0 3.5 41.8 5.3 6.3 6,2 6,2 6.0 6.0 5.9 
3 50 6,0 3,0 3,5 +.8 5.3 6.3 6.2 6.2 6.0 6.0 6.0 

In % ausgedriickt, die Kontrolle LOO gesetzt. 

§ 05 | 100,0 (53,7 | 64,8 | 85,5 92,6 114,5/ 111,1 | 111.1 | 105,5 105,5) 100.0 
} 20 100,0 50,8 59.3) 81,3 99.8 106.7 105.0 105.0) 101.6) 101.6 100.0 
3} 50 100.0 50,0 58.3) 80.0) 88.3) 105.0) 108.0) 108.0) 1T00,0) 100.0) 100.0 
4. Butylalkohol. Mol.-Gew. 74, spez. Gew. 0,808. Temperatur 17°C. 

= 4 “I < re & R * = 

= 2 S + ~“ = - = = A& 5 

Zeit i) si Ss = = = MF rs rr == € 

“ = 2 © a = A & ey il = 

- - Fe _ = < = a ~ ai 
11h45’)) 6,3 6,0 6,5 6.6 6.5 6,5 6,5 6,5 6.3 6.3 6.3 
12 00 6,2; 5,9 6,6 6.7 6.8 6.6 6.6 6.6 6.4 6,2 6,2 
12 30 6,2; 5,9 6,6 6.7 6,8 6,7 6,6 6.6 6.4 6.2 6.2 

In % ausgedriickt, die Kontrolle 100 gesetzt 

11] 45 /}100,0 | 95,2 |103,1 104.7 |103,1 103.1 103.1 103.1 100.0) 100.0 100.0 
12 00 100.0 | 95,1 (106.4 108.0 109.6 106.4 106.4 106.4 103.2. 100.0 100.0 
12 30 100,0 95,1 106,4 108,0 109,6 108,0 106.4 L064 103.2 100.0) 100.0 
5. n-Amylalkohol. Mol.-Gew. 88, spez. Gew. 0,817, Temperatur L7°C, 


In der Literatur findet sich die Angabe, dali der normale Amylalkohol 
unlésiich sei. Dies ist aber nicht zutreffend. Léslichkeit betragt 
1,36 Gew.-Proz. Die Bestimmung der Léslichkeit geschah aus dem spezifi- 
schen Gewicht der konzentrierten wiisserigen Lésung nach den tiblichen 
Methoden, unter Anwendung des Pyknometers nach Ostwald. Dieses Ergebnis 
wurde durch die chemische Analyse kontrolliert, indem wir die Methode 
Nicloux zur Bestimmung des Athylalkohols mit Erfolg auf den Amylalkohol 
anwandten. Danach betrug die Léslichkeit 1,4 °%. Von dieser konzentrierten 
wiasserigen Lésung (k) gingen wir bei der Herstellung der verschiedenen 
Konzentrationen aus. 


Seine 








& = : ; a & 2 
2 2 | 3x8 =o £2 75 zs F 
Zeit e Sg se cre s= oa S23 r= 
* a 7 x c a “ . 
= =< x ~< = 2 tal ai 
6605 5,3 4,0 5,3 5,6 6,0 5,9 5,8 5,3 
6 20 5,7 4,1 5,4 6,7 6,1 6,0 5,9 5.7 
6 50 5,8 |; 4,1 5,4 5,8 6,1 6,0 5,9 5,7 
In °/, ausgedriickt, die Kontrolle = 100 gesetzt. 
6 05 100,0 75,6 | 100.0 105.6 113,2 141,3 109.4 100.0 
6 20 100,0 71,9 94,8 100,0 107,0 105,2 103.5 100.0 
6 50 100.0 70,6 93,1 100.0 105.1 103,4 101.7 100.0 
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6. Athylurethan. Mol.-Gew. 89. Temp. 17°C, 





va 
™ 


0,550" 


Kontrolle 


l. 
njlo 


£h30' ) 6,1 6.9 6.9 a 8 6.5 6,2 
445 6,2; 6,1! 69] 69) 7,0 68 65: 65 6,3 
5.15 b, 2 6.1 6.9 6,9 7.0 8 »,é 6,5 6,3 


In % ausgedriickt, die Kontrolle 100 gesetzt. 
100,0 100,0 |113,1 |113,1 116,5 111.4 106.4 105,5 101,6 100,0 100, 
100,0 98,5 111,2 111.2 112,9 109,6 104,8 104.8 101,6 100,0 100. 
100,0 | 98,5 111,2 111,2 112.9 109,6 104,8 104.8 101,6 100.0 100, 


7. Chloralhydrat. Mol.-Gew. 165,5. Temp. 17°C. 





Kontrolle 


. Kontrolle 


1. 


3, 3,5 
3,¢ 3,$ 
3 3,8 

% ausgedriickt, die Kontrolle = 100 gesetzt: 
3 50 -- - 


4 05 100,0 50,0 60,9 71,8 79,6 89,0 | 93,6 |101,5'100,0 98,4 100.0 
t 35 100,0) 49,2 60,3 | 73,0 80,9 | 90,4 | 95,2 101,5 101,5 100,0 100,0 


8. Didthyldther. Mol.-Gew. 74, Temperatur 17°C. Bei der Herstelluny 
der Atherlésungen wurde von einer konzentrierten wiisserigen Lésung 
ausgegangen. 





78% 
= n[2,6 
73% 
0,010 
0,005 lp 


n|665,6 


Kontrolle 
> 
1,39, 
= n{5,2 
= 1 
nj|41,6 
0,021 %o 
n{332,8 
n{1331,2 
. Kontrolle 


1. 
? 


k(2 
k {4 

k {32 

k [256 


k\1024 


6,6 
6,7 
6,7 


6,8 | 60; 65; 68) 7,0; 7,1 


7,2 
Gt) CU OST Gel 0). hi a8 
6,7 66) 65 68 Ser tw) eee 


> 
In % ausgedriickt, die Kontrolle = 100 gesetzt. 


3 15 100,00) 88.2'955 100.0 1029 104.3/105.8'101.4 985 97.0 97.0) 100.0 
3 30 100,00, 89.5 97,0 101.4 104.4 105.9) 105.9 101.4, 100.0 100.0 100.0 100.0 
4 00 100,00 89.5 97.0 101.4 104.4 104.4 105.9 101.4, 100.0 100,0 100.0, 100.0 
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9. Chloroform. Mol.-Gew. 119,5, spez. Gew. bei 15° 1,502. Ausgehend 
on einer konzentrierten wasserigen Chloroformlésung werden die tibrigen 
Verdiinnungen hergestellt. 





0.038 
ni304 

0,019 | 

0,006 ‘ 
n}19456 


. Kontrolle 
Kontrolle 


] 
kilo 
k/32 


k1024 
» 


6,2 6,4 bye 6,2 6,1 6,1 
6,2. 6,4 jt 6.2 6,1, 6,0 
6,2 6,4 9 6,2 6,1] 6,0 
ausgedriickt, die Kontrolle 100 gesetzt: 
100,0 85,2 91,8 95,0 101,6 104,9 103,2 101,6 100,0 100,0 100,0 


» 
100,0 86,6 90.5 98,3 103.3 106.6 105.5 103.0 101.6 100.0 100.0 
100.0 86,6 90.5 98,3 103.3 106,6 105.5 103,0 101,6 100,0 100,0 


10. In diesem Versuch werden die n/4 Normallésungen der vier ersten 
Alkohole, des Urethans und Chloralhydrats nebeneinander auf die Fibrin- 
flocke einwirken gelassen. 





Zeit 1. Kons Methyl- Athyl- Propyl- Butyle | vette Chloral- 2. Kon 
- trolle alkohol alkohol alkohol alkohol . os hydrat trolle 





6h 15! 4,9 5,4 5,0 4,8 4,9) 
6 30 5,0 5,4 


5,1 5,§ 
5,1 6,1 4.8 5,§ 5.0 


In % ausgedriickt, die Kontrolle 100 gesetzt: 


6 15 100,0 110,0 102,0 104,0 97,0 112,0 84,0 100,0 
6 30 100,0 108.0 102,0 102,0 96,0 111,0 82,0 100,0 


Ks ergibt sich also aus diesen Versuchen, dai die gepriiften Nar- 
kotika ohne Ausnahme bei héheren Konzentrationen eine quellungs- 
hemmende oder, was das gleiche ist, eine entquellende Wirkung aus- 
iiben, in geringeren Konzentrationen dagegen eine Quellungsférderung 
hedingen (vgl. Abbildung). M. H. Fischer (1. c.) hatte an dem gleichen 
Modell durch Nonelektrolyte keine Wirkung beobachten kénnen. An 
anderen Kolloiden dagegen wurde hiufig der dispersitaétsvermindernde 
KinfluB der Narkotika festgestellt [Spiro!) u. a.]. Es ist auberdem 
hemerkenswert, da Hofmeister?) durch 1proz. Lésungen von Athyl- 
alkohol an Leimplatten ebenfalls eine Zunahme der Quellung beobachtet 
hat, wihrend héhere Konzentrationen die Quellung verminderten. In 
einem gewissen Gegensatz zu diesen Angaben stehen die Befunde von 
Schryver*), sowie von T'raube und Kéhler (1. ¢.), die den Narkoticis 


1) K. Spiro, Beitr. z. chem. Physiol. u. Path. 4, 300, 1904. 
*) F. Hofmeister, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 28, 223, 1891. 
3) S. B. Schryver, Proc. Roy. Soc. of London (B) 87, 366, 1914. 
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immer eine Zustandsinderung im Sinne einer Quellungszunahme 7: 
schreiben. 

Aus der folgenden tabellarischen Zusammenstellung laBt sic! 
vergleichsweise die Wirkungsstarke der einzelnen Narkotika ersehen 
wobei sich zeigt, daB die auch im biologischen Versuch als starke Nat 
kotika bekannten Substanzen sowohl die Quellungshemmung = wi 
Forderung in kleineren Konzentrationen bedingen, als die biologisc| 
schwiacher wirkenden. 





Gerade noch quellungshemmende Konzentration, die die Quellung 


Konzentration am meisten fordert 
Substanz 
in Millimol in Gew.-Proz. in Millimol in Gew.«Proz 

Chloroform ... . 6,6 0,077 1.6 0,019 
Chloralhydrat . . . 15,8 0,258 3,9 0,064 
Amylalkohol. . . . 38,5 0,35 9,6 0,085 
Diithylather. .. . 192.3 1,39 12,0 0,086 
Butylalkohol. . . . 250,0 1,85 31,2 0,231 
Propylalkohol . . . 333,3 2,25 250.0 1,5 
Athylalkohol. . . . 500,0 2,3 125,0 0,575 
Methylalkohol . . . 1000,0 3,2 125,0 0,4 
Athylurethan .. . 2000.0 17,8 250,0 2,225 


Auf die SchluBfolgerungen, die aus dieser Wirkung der Narkotika 
auf die Fibrinflocke gezogen werden kénnen, soll weiter unten ein- 
gegangen werden. 


Il. Versuche am Muskel. 


Es muBte nunmehr untersucht werden, ob sich die an der Fibrin- 
flocke gewonnenen Ergebnisse auch am lebenden Substrat bestatigen 


lassen. v. Knaffl-Lenz (|. c.) hatte eine Volumenverminderung der 


roten Blutkérperchen in der Tat feststellen kénnen, die méglicher- 
weise auf einen durch Entquellung hervorgerufenen Wasserverlust 
zu beziehen ist. Abgesehen davon, daB ein Beweis hierfiir nicht er- 


bracht wurde, ist auch nicht experimentell gezeigt worden, daB die 
verwendete Narkotikumkonzentration an den Erythrocyten einen der 


Narkose ahnlichen Zustand. hervorruft. Wir verwendeten deshalb ein 
anderes Objekt, namlich den quergestreiften Muskel, an dem durch 
elektrische Reizung der Eintritt der Narkose ohne weiteres festzustellen 
ist. Es wurde nun untersucht, ob der Muskel im Augenblick des Ein- 
tritts der Narkose Veranderungen aufweist, die im Sinne einer Ent- 
quellung der Zellkolloide gedeutet werden miissén. Wie sich aus dem 
folgenden ergibt, sind derartige Veranderungen mittels der Wage fest- 
zustellen. 
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Methodik: Als Versuchsobjekt diente der M. gastrocnemius det 

eiblichen R. temporaria. Der Muskel wurde nach der Priparation zu 

nichst mit 0,75 proz. Kochsalzlésung sorgfaltig abgespiilt, gewogen und 
arauf die Erregbarkeit mit Hilfe des Dubois- Reymondschen Schlitten- 
pparates festgestellt. Der Muskel des einen Beines wurde in die Losung 
les Narkotikums gebracht, der des anderen in eine 0.75 proz. Kochsalz 

sung. Die narkotischen Loésungen wurden in der Weise hergestellt 

la eine doppelt konzentrierte Lésung in destilliertem Wasser mit 
iner 1,5proz. Kochsalzlésung zu gleichen Teilen gemischt wurde. Dir 
Losung enthielt also immer neben dem Narkotikum genau 0,75 Proz 

Kochsalz. Die folgenden Verdiinnungen fiir weitere Versuche wurden 
mit der 0,75 proz. Kochsalzlésung vorgenommen. In gewissen Zeit 

ibstiinden wurde dann die Erregbarkeit und das Gewicht beider Muskeln 
vepriift. War bei dem einen Muskel bei schwacheren Konzentrationen 
Verminderung der Erregbarkeit. bei héheren volle Narkose festgestellt. 
indem auch bei iihereinander geschobenen Spulen des Schlittenapparates 
ohne Eisenkern keine Zuckung mehr auftrat, so wurde der narkotisierté 
Muskel in giftfreie L6sung gebracht. Wenn er wieder erregbar geworden 
war, wurde von neuem das Gewicht festgestellt (auch des Kontroll 

muskels). Die Menge der Lésung, in der sich die Muskeln befanden, be- 
trug etwa 30cem. Als GefaiBe dienten Wiegeglaschen, die mit Glasstopfen 
verschlossen wurden, was besonders bei den fliichtigen Narkoticis von 
Wichtigkeit war. Ab und zu wurden die Lésungen durch leichtes Neigen 
der Glaschen etwas umgeriihrt. Fiir die Reizung wurden Platinelek- 
troden verwendet (Zommsenscher Reiztisch). Die Wigung der Muskeln 
wurde in einer ersten Versuchsreihe so vorgenommen, das die Gastro- 
cnemii an der Achillessehne mit einer feinen Pinzette aus der Lésung 
herausgehoben, mit FlieSpapier abgetrocknet und in ein reines Wiege- 
glischen, das sofort verschlossen wurde, iibertragen wurden. Nunmehr 
wurde das Gewicht des Wiegeglischens mit dem Muskel auf der AuwAl- 
mannschen Wage bestimmt, der Muskel herausgenommen, in die 
Lésung zuriickgelegt und das Wiegegliischen zuriickgewogen. In einer 
anderen Versuchsreihe wurde die Wiagung mit Hilfe der Torsionswage 
vorgenommen. Hierzu wurde in die Achillessehne ein kleines Hakchen 
eingefiihrt (dessen Gewicht bei dem endgiiltigen Ergebnis in Rechnung 
gestellt wurde), der Muskel aus der Lésung herausgenommen, am 
Rande des Glaschens abgestreift und an dem Hikchen der Torsions- 
wage aufgehingt. Kine Austrocknung des Muskels war infolge der 
Moglichkeit, die Wiagung in einigen Sekunden auszufiihren, nicht zu 
befiirchten. 

Zur Priifung gelangten die gleichen Substanzen wie bei den Ver- 

suchen mit der Fibrinflocke. In der einen Versuchsreihe wurde der 
Amylalkohol noch nicht mit angewendet 
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1. Methylalkohol. 
Narkotisierter Muskel Vergleichsmuskel Prozentualer Unters¢ ape 
der Gewichtsandcr 
Zeit Gewicht Gewichts- Rollen: Caines Gewichts- Rollen-  d. narkotisierten M 
re anderung  abstand mee anderung = abstand gegcniiber dem 
mg lo on mg 0, cm gleichsmusk« 
I. Lésung 12,8°% tn. 
9b30', 298 17 297 18 
1000 291 2,3 0 296,5 0,2 18 2.1 o's 
. "Pe ' L. 
Muskel in 0,75°, NaCl. 
11 00 «315 5,9 12 299 0.6 18 5,3 
12 00) 319 7.0 13 298 0,3 17 6,7 
II. Losung 6,4% = 2n. 
945 250,5 17 251 . 17 <7 
1015 .246,5 1,7 1 249,5 0,1 16 1,6 5 
1115, 239 4,4 0 252 0 16 4,4 
Muskel in 0,75°% NaCl. 
12 15 = -265,5 + 6,0 12 253 0,8 17 5,2 a 
III. Lésung 3,2% n. 
10 00 = 378,5 17 380 17 10 
10 30. =. 3374 1,4 17 381 0,2 16 1.6 zi 
1100 371 2,0 17 382,5 0,6 16 2,6 fs 
11 30. = 370,5 2,1 17 384 1,0 16 3,1 ‘ a 
12 00 369.5 2.4 16 383,5 0,7 16 3,1 ro 
J 
os 5 9 
2. Athylalkohol. 
Narkotisierter Muskel Vergleichsmuskel Prozentualer Unters 
der Gewichtsanderung 
Zeit Gewicht | Gewiehts- Rollen- Dauieht Gewichtss | Rollens (/d. narkotisierten Mus) 
os aes andcrung | abstand sade anderung | abstand gegenitber dem Ver 
mg 7 on mg Of, om gleichsmuske! a 
I. Losung 9,2% = 2n. 
9650"; 275 17 273 17 
10 20) 268 2,6 0 277 1,4 18 4,0 
Muskel in 0,75 % NaCl. hi 
1! 20 300 + 9,0 7 280 2,2 19 + 6,8 4s 
11 50 = 3308 t. 10,1 10 282 + 3,3 19 + 6, 
II. Lésung 4,6% = n. = 
10 00 255 19 256,5 19 
10 30. 249 2,4 15 258 0,5 18 — 2,9 
11 00 245 — 4,0 + 260 + 1,3 18 5,3 1 | 
11 30) 245 — 4,0 6 261 + 1,6 18 5,6 . ' 
12 00 246 — 3,6 0 261 + 1,6 17 5,2 a 
Muskel in 0,75% NaCl. ‘ 
100 270 5,8 10 259 + 1,6 17 4,4 
Ill. Liésung 2,3% = n/2. . 
1010 =265 19 266 19 - 
10 40 259 2,3 19 266 0 19 - 2,3 4 
11 10! 258 2,7 17 269 + 1,1 18 — 3,8 4 
11 40. =. 260 1,9 14 270 + 1,1 18 — 3,0 5 
12 10, 259 — 2,3 12 262 + 2,2 17 - 4,5 5 
1 00 257 3,1 11 274 + 3,0 16 6,1 6 
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» ie -ropylalkohol. 
Narkotisierter Muskel Vergleichsmuskel Prozentualer Unterschied 
; Roll der Gewichtsanderung 
y en Gewichts- Collen . ‘ Gewichtss Rollens  d. narkotisierten Muskcls 
svqrent anderung = abstand Gewicht anderung  abstand gegenuber dem Ver 
mg ( cm my | cm glcichsmuskel 
I. Lésung 2°, n/3 
91.46%, 235 21 235.5 2] 
15 216 8.0 0 242 6 13 10.0 
Muskel in 0,75 % NaCl: 
abgestorben. 
Il. Lésung 1,5 % n4 
}2 55 252 18 250 18 
3 20 247 2,3 3 253 1,2 14 + 
350; 246 2,3 0 53 1,2 13 3.5 
Muskel in 0,75°, NaCl 
+ 50 258 2.3 9 252 O.8 12 | 
5 20 256 1,5 10 247 1.2 13 2,0 
III. Lésung 1°, n/6. 
1 OO 323 Is 327 Ls 
3 251} 320 0.9 11 331 1,2 15 2,1 
355) 318 1,5 1] 330 0,9 14 2.4 
4 25 320 0.9 12 330 0.9 13 1,8 
$ 55 323 0 11 335 2,4 13 2,4 
5 25 323 0,3 1] 354 2,1 13 2,4 
4. Butylalkohol. 
Narkotisierter Muskel Vergleichsmuskel Prozentualer Unterschied 
der Gewichtsanderung 
Zeit || Gewicht Gewichts- Rollen- Glawiche Gewichts Rollens d. narkotisierten Muskels 
i andcrung  abstand anderung abstand gegeniiber dem Ver 
mg uh cm mg cm gleichsmuskel 
I. Losung 0,75°, = n/10. 
3h50’ = 238 14 239 14 
4 20 230 3,4 0 237 0.9 14 2,5 
Muskel in 0,75°%4 NaCl. 
5 20 253 6.3 8 234 2,1 14 8,4 
Il. Lésung 0,5°% n/ 5. 
$0 202 18 201 18 
£30 ©6198 2,0 7 202 0,4 18 2,4 
5 OO 195 3,0 5 200 0,4 18 3,1 
5 36 19] 5,4 0 201 0 19 5,4 
Muskel in 0,75%, NaCl. 
6 30 216 6.9 9 200 0,4 17 6.5 
Ill. Lésung 0,25% n/20. 
410|/| 158 : 2) 154 22 
40) 150 5,0 16 149 — 3,3 19 1,7 
5 20 142 10,1 14 147 — 4,5 18 5,6 
5 50 142 — 10,1 9 148 3.8 18 6,3 
6 20 148 9.8 8 147 4.5 16 5.3 
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5. Amylalkohol. 
Narkotisierter Muskel Vergleichsmuskel Prozentualer Unter 
der Gewichtsand 
Zeit Cowishs Gewichts- Rollen- Cowicnt Gewichts Rollens d. narkotisierten M 
Satin anderung  abstand aia anderung | abstand gegeniber dem ‘ 
mg | cm mg o| cm gleichsmuske 
I. Lésung 0,3 °, n /25. 
12h16’; 229 18 230,5 18 
12 45 228 0,3 7 233 Rea 18 1,4 
1 15 222 3,1 4 231 0,2 19 3,0 
3 35 219 4.3 0 229 0.6 13 >; iy | 
Muskel in 0,75% NaCl. 
4 35 234 1 9 225 2,3 12 4.4 
II. Lésung 0,15°, = n/50 
4 05 367 18 368 18 
4 35 367 0 13 374 1,6 18 1,6 
5 05 368 0,2 9 376 2,1 17 1.9 
5 35 365 0,5 3 380 3,2 15 ye 
6 05 364 0.8 0 381 3,0 15 4,3 
Muskel in 0,75°%, NaCl. 
7 05 389 6,0 10 381 3,5 15 2,5 
III. Lésung 0,075° = n/100. 
400; 219 21 215 21 - 
4 30 218 0,4 13 216 0,4 20 0 
5 00 215 1,8 11 217 0,8 18 — 2,6 
5 30) 216 1,3 LO 223 3,6 16 4,9 
6 00 216 1,3 1] 224 4.6 16 5,9 
6 30 215,5 1,6 1] 222 3,2 15 4,8 
9 00 214 - 2,3 1] 221 2,8 12 5.1 
6. Urethan. 
Narkotisierter Muskel Vergleichsmuskel Prozentualer Unters« 
| . der a ig 
Zeit ida Gewichts- Rollens aiies Gewichts- Rollens d.narkotisierten Mus} 
Gewicht anderung§ abstand Gewicht anderung abstand gegentber dem V« 
mg 4 cn mg Of cm gleichsmuskel 
I. Lésung 3% = n/3 
1130’ «417 16 429,5 17 ~ 
12 00 417 0 7 434,5 + 1,] 18 1,1] 
12 30 409,5 1,7 4 433 + 0,3 17 2,0 
1 00 408,5 — 2,0 0 431 +- 0,1 17 — 2,1 
Muskel in 0,75 °% NaCl. 
200 .433,5 + 3,9 7 432 + 0,2 16 + 3,7 
3 15 44] + 6,7 8 435 + 1,4 10,5 + §,3 
II. Lésung 2% = n/4. 
ll 15 301,5 19 313 - 16 
1] 45 296 1,6 10 318 + 1,5 16 — 3,1 
12 15 296,5 1,5 5 316,5 + 1,1 17 — 2,6 
12 45) 295,5 1,9 2 317 + 1,2 16 — 3,1 
1 15 294 2,4 0 315 + 0,6 16 — 3,0 
Muskel in 0,75% NaCl. 
215] 3165 | + 4,9 | 10 312,5 | —0,1 ‘ + 4,9 
3 15 316 | + 4,9 10 315,5 0,6 15,5 + 4,3 
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6. Urethan. 


(Fortsetzung. ) 
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Narkotisierter Muskel Vergleichsmuskel Prozentualer Unterschied 
~| der Gewichtsanderung 
Ze Gewicht Gewichtss _ Rollens Gewicht | Gewichtss | Rollens  d. narkotisierten Muskels 
— anderung  abstand ai anderung  abstand gegeniiber dem Ver- 
mg Of, cm mg Of, can gleichsmuskel 
Ill. Lésung 1% = n/8. 
11200 342 18 337,5 19 — 
1130 332 2,8 16 339 0.4 3,2 
12.00 336,5 1,5 12 340 + 4,5 17 2,0 
12 30 335 2:2 12 337 0,1 7 2,1 
1 00 332 2,8 12 337 1,0 2,7 
200 327 4,6 12 341 1,0 j 5,6 
3 00 327 4,6 12 341,5 1,1 5 5,7 
7. Chlorathydrat. 
Narkotisierter Muskel Vergleichsmuskel Prozentualer Unterschied 
der Gewichtsanderung 
eit Gewicht Gewichts- Rollen- Gewicht | Gewichts: Rollens d.narkotisierten Muskels 
oo anderung abstand pits anderung  abstand gegeniiber dem Ver 
mg Of, cm mg ly cm gleichsmuskel 
I. Lésung 0,16 % n/103. 
10" 288 18 290 18 
$40) 285 1,0 16 292 0,6 18 1,6 
5 10 283,5 1,5 9 292 0,6 18 oe 
40 279 3,0 7 293 1,0 17 4,0 
900 276 4,1 0 297 2,4 15 6,5 
Muskel in 0,75°, NaCl. 
1) 45 300 4,0 6 299.5 3,2 15 0,8 
II. Lésung 0,1% = n/165. 
3 55 241,5 19 242.5 19 
4 26 228.5 5,3 16 241 0,6 19 4,7 
1 55/| 226 6,4 15 243 0,2 19 6,6 
> 25 220 8,3 14 243,5 0,4 18 8,7 
) 55 218 9,7 12 245 1,0 17 10,7 
“00 220 8,3 4 244 0,6 16 8,9 
130, «218 9,7 0 246 1,0 16 10,7 
Muskel in 0,75°% NaCl. 
10 45 249 3,1 3 245 1,0 16 zy] 
Ill. Lésung 0,08 °% = n/206. 
3 45 251,5 19 253,5 19 
415 247 3,0 16 255,5 0,8 20 4,5 
4 45 243 3,4 16 255 0,6 19 4,0 
5 15 241 3, 17 254 0,1 19 3,8 
6 45 240 4,5 16 258 + 1,7 18 6,2 
900 240 4,5 15 255 0,6 17 5,1 



































62 M. Koehmann: 
8. Chloroform. 
Narkotisierter Muskel Vergleichsmuskel Prozentualer Unter 
der Gewichtsande 
Zeit Gewicht | Gewiehts Rollen- Cbwicht Gewichtss | Rollcns d.narkotisierten M 
gi anderung abstand pemae anderung | abstand gegenuber des \ 
mg Of cm mg 01, cm gleichsmuske! 
I. Lésung 0,062 % = 5,25. 
11h35’ 186 18 188 18 
12 05 187 0,5 15 192 +- 2,1 19 1,6 
12 35 187 0,5 1] 194 + 3,1 18 2.6 
3 15 184 1,0 8 196 + 4,2 15 5,2 
4 15 183 1,7 6 194 +. 3,1 15 4,8 
5 15 179 4,8 0 196,5 +- 4,3 14 8,1 
Muskel in 0,75% NaCl. 
6 45 195 + 4,3 4 194 3,1 14 Re 
II. Lésung 0,049% = n/243. 
11 40 284 18 284 18 
12 10 + 282 0,6 18 283 0,3 18 0,3 
12 40 283 0,3 15 279 1,7 17 1,4 
3 15 276 2,7 9 278 2,0 16 0,7 
415 273 3,0 5 278.5 1,9 15 kg) 
5 15 271,5 4,: 0 277 2,4 15 1,9 
Muskel in 0,75% NaCl. 
6 55 292 + 2,7 : 276,5 2,5 15 5,2 
ITI. Lésung 0,036 °% = n/332. 
45) 298 “ 19 | 298 19 : 
12 15 296 ~ 0,6 18 296 0,6 19 0 
12 45)| 295 1,0 18 297,5 0,1 20 0,9 
3 10 291 2;3 12 299,5 4,5 17 2,8 
10 291 2,3 12 301 1,0 16 3,3 
> 45° 289 3.0 12 300,5 + 0,8 14 3,8 
6 15 288 3,3 Ll] 304 + 2,0 13 5,3 
9. Ather. 
Narkotisierter Muskel Vergleichsmuskel Prozentualer Unterschied 
der Gewichtsanderung 
Zeit Ciskahe Gewichts: Rollen- CGeniah Gewichts: Rollens  d.narkotisierten Muske 
ee anderung abstand pewIEN anderung abstand gegeniiber dem Ver 
mg Ol, cn mg Of, cm gleichsmuskel 
10b45', 267,5 18 268 18 aan 
11 15)| 257 3,9 0 266 - 0,6 18 — 3,3 | 5 * 
|| Muskel in 0,75% NaCl. | 8 
12 15 275,5 + 3.9 10 268 0 18 3,0 sage 
10 55 258,5 18 256,5 18 _ ~ 
11 25, 257 05 , 10 258 - 0,5 18 ( | ee 
1] 55 253 - 1,5 0 259 0.9 17 2,6 z 
Muskel in 0,75% NaCl. ae 
12 45 269 + 4,0 8 259 +. 0,8 17 + 3,1 - 
1100 207 ‘ee 18 209 17 ~ | ot, 
11 30 206 - 0,4 14 || 212 1,4 17 1,8 Ze 
12 00 205 - 0,9 1] 210 -++ 0,4 18 1,3 =, 
12 30 =. 206 0,4 10 212 1,4 17 1,8 ac 
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Die andere Versuchsreihe sei in Form einer kurzen Tabelle wieder- 





egeben: 
Konzen- Konzen-s ah bis 6 Ry Reeser Gewichts- 
Substanz tration in tration in phoebe der el unterschied bei 
“ Narkose in ved der Erholung 
Millimol Stunden Narkose 
% wv %% 
\iethylalkohol 4000 12,8 134, 7,48 0,41 
* 2000 6,4 8 5,44 0,2 
\thylalkohol . 2000 9,2 1% 9,52 1,8 
as ; 1000 4,6 5 2,4 Gew. nicht 
bestimmt 
w . 500 2,3 5Y%, 0,1 0,5 
Propylalkohol 375 2,25 4 2,2 0,4 
ax 250 1,5 4% 0,3 0,8 
Pe 187,5 1,125 4% 2.7 0,7 
Butylalkohol. 125 0,925 2 18,0 15,6 
ss ; 93,75 0,694 2% 2,45 0,4 
a 62,5 0,463 5 2,7 1,2 
(ther . 540 4 l 0,9 0,6 
1S eee 270,2 2 4 2,0 1,9 
Chloroform 4,2 0,05 8 3,4 3,9 
Urethan . 337.7 3 l 2,9 + 1,4 
re 224,7 2 13, 3.7 Gew. nicht 
bestimmt 
Chloralhydrat 8,4 0,125 6 0,33 5,7 
‘ 5,6 0.083 8 4,0 Gew. nicht 


bestimmt 


r % P ‘ ° 7 ° . nae . 
Zur Ubersicht seien auch die Ergebnisse der anfangs ausfiihrlicher 
wiedergegebenen Versuchsreihe in einer Tabelle zusammengestellt, in 
der die einzelnen Substanzen ihrer Wirkungsstarke nach geordnet sind: 





Narkotische 
Grunzkonzen- 


Substanz tration in Narkose 
Millimol Of 

eS 4,1 1,9 
Cmormmvaraty. .. . .. 6,06 10,7 
Amylalkohol. ..... . 20 4,3 
Butylalkohol ...... 66,6 5.4 
Ather. xs Soop esy 190 2,6 
Urethan he 250 3,0 
Propylalkohol 250 3,5 
Athylalkohol 1000 5,2 
Methylalkohol . 2000 4,4 


Gewichtsdifferenz zum 
Na ClsMuskel bei 


Aus diesen Versuchen am quergestreiften Muskel ergibt sich, dab 
Konzentrationen der Narkotika, die die Erregbarkeit des Muskels 
gegeniiber dem faradischen Strom vermindern oder zum Erléschen 
bringen, immer eine Gewichtsabnahme des Muskels zur Folge haben. 
Diese Gewichtsabnahme ist bei den Grenzkonzentrationen im Augen- 
blick der Laihmung ungefaihr bei allen Substanzen von der gleichen 








64 M. Kochmann: 


GroBenordnung. Sie schwankt in einer fiir biologische Versuch 
erlaubten Grenze. Die Tatsache, da der narkotisierte Muske 
in giftfreie Lésung tibertragen, bei der Erholung das Gewicht d 
Vergleichsmuskels einholt (meistens sogar iibersteigt), darf als Bewei 
dafiir angesprochen werden, daB er wahrend der Einwirkung der Nar 
kotika Wasser verloren und bei der Erholung wieder Wasser aut 
genommen hat, was ungezwungen auf eine Entquellung bzw. Quellungs 
hemmung bei der Narkose und auf Quellungszunahme bei der Erholung 
der Zellkolloide schlieBen laBt. 

Bei einem Vergleich der Versuchsergebnisse an dem Modell de: 
Fibrinflocke und dem lebenden Substrat der quergestreiften Musku 
latur, handelt es sich also wohl mit Sicherheit um gleiche Zustands 
anderungen der Kolloide. Auch die Wirkungsstirke der untersuchten 
Narkotika ist bei der Fibrinflocke und dem Muskel ungefahr ein: 
gleiche. Bei beiden Substraten zeigen die fiinf ersten Alkohole mit 
Zunahme ihres Molekulargewichts eine VergréBerung der quellungs- 
hemmenden Wirkung (Richardsonsches Gesetz); Chloralhydrat  wirkt 
starker als Urethan, Ather schwiacher als Chloroform. Wenn die Reihen- 
folge der untersuchten Substanzen bei den Versuchen an der Fibrin 
flocke und am Muskel nicht genau die gleiche ist — besonders dik 
Werte fiir Urethan zeigen eine Abweichung —, so kann das an Um 
stinden liegen, auf die im folgenden noch eingegangen werden soll 

Die Quellungshemmung oder Dehydratation der Narkotika Jal 
sich mit dem narkotischen Vorgang als solchem in unmittelbare Be 
ziehung bringen; denn durch die Dehydratation der Kolloide bzw. durch 
die Verminderung ihrer Quellungsfihigkeit muB die normale Permea 
bilitat der Zellen vermindert werden. Der Austausch des Wassers 
und der in ihm gelésten Substanzen in der Zelle beruht aber zweifellos 
auf der Fahigkeit der Kolloide, zu quellen. Wenn diese Eigenschaft 
verloren geht oder sich vermindert, so muB dieser Austausch im selben 
Grade vermindert werden. Die Zelle kann nichts aufnehmen und 
nichts abgeben, was alsdann zu einem Stillstand der Zellfunktionen 
fiihren muB. Die Anschauung, das eine Verminderung der Permea- 
bilitat der Zelle unter dem Einflu8 der Narkotika zustande kommt, 
steht mit den Ergebnissen einer Reihe von Untersuchern, ich nenne 
hier besonders Hober (1. c.) und Winterstein (1. c.), im besten Einklang. 
Ich méchte also auf Grund der vorstehenden Untersuchungen und 
Auseinandersetzungen die Dehydratation der Kolloide und die durch 
sie bedingte Permeabilititsverminderung als Ursache der Narkose 
ansprechen. 

Das, was wir pharmakologisch als Narkose bezeichnen, ist jedoch 
sicherlich ein viel verwickelterer, zusammengesetzter Vorgang, an dem 
eine Reihe von Mechanismen beteiligt sind, die man in vorbedingende 
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il bedingende einteilen kann. Zu den vorbedingenden Mechanismen 

héren: die Lipoidléslichkeit der Narkotika einerseits, die geringe 

asserléslichkeit andererseits, die Verminderung der Oberfliachen- 
annung oder des Haftdrucks im Sinne T'raubes und die Adsorption 
er wirksamen Substanzen an die Zellkolloide. Diese vorbedingenden 
lechanismen wiirden eine Theorie des Transportes der Narkotika dar- 
ellen. Die eigentliche Narkose beruht auf dem bedingenden Mecha- 
ismus der reversiblen Dehydratation oder Verminderung der Quellungs- 
ihigkeit der Kolloide und einer daraus sich ergebenden Verminderung 
der Zellpermeabilitiat. 

Wenn man die Narkose als einen zusammengesetzten Vorgang 
uuffaBt, so werden eine Reihe von Beobachtungen verstindlich, die 
in letzter Zeit von Joachimoglu') mit einer Anzahl von gechlorten 
Narkotika der Fettreihe gemacht worden sind. Er zeigte nimlich, 
da die Reihenfolge in der Wirkungsstirke der einzelnen Narkotika 
nicht bei allen Substraten die gleiche ist, sondern daB beispielsweise 
das Tetrachlormethan bei der Hiimolyse an erster, dagegen bei der 
Narkose des Herzmuskels erst an dritter Stelle und bei der Allgemein- 
narkose von Moorkarpfen sogar an siebenter Stelle steht. Waren immer 
nur die Lipoide der Angriffspunkt der Narkotika oder wiire die Narkose 
nur auf die Verminderung der Oberflichenspannung zuriickzufiihren, 
so hatte das Tetrachlormethan immer an derselben Stelle unter den 
verschiedenen Substanzen seinen Platz haben miissen. 

Auch unsere eigene Beobachtung, da bei den Versuchen an 
der Fibrinflocke die einzelnen Narkotika in der Reihenfolge: Chloroform, 
Chloralhydrat, Amylalkohol, Diithylather, Butylalkohol, Propyl-, 
Athyl-, Methylalkohol und Athylurethan ihre Wirkung ausiiben, da- 
gegen am Muskel in der Reihe: Chloroform, Chloralhydrat, Amy!l- 
alkohol, Butylalkohol, Ather, Urethan, Propylalkohol, Athyl-, Methyl- 
alkohol aufeinander folgen, liBt sich ungezwungen dadurch erkliiren, 
daB die vorbedingenden Mechanismen bei der Fibrinflocke andere 
sind als beim Muskel. Bei der Fibrinflocke spielt z. B. die Lipoid- 
léslichkeit als Transportmittel keine Rolle, waihrend sie beim Muskel 
im Sinne einer Férderung des Transportes der Narkotika zu den Zell- 
kolloiden von Bedeutung sein wird. 


1) G. Joachimoglu, diese Zeitschr. 120, 203, 1921. 
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Uber den Einflu’ einiger normaler Salze auf die Mutarotation 
und die spezifische Drehung der Dextrose. 


Ve yn 
Hans Murschhauser. 


(Aus der akademischen Kinderklinik in Diisseldorf.) 


(Eingegangen am 14. Dezember 1922. 


Die Geschwindigkeit des Drehungsriickgangs frisch bereiteter 
wisseriger Dextroselésungen wird nicht nur durch Sauren, Basen 
saure und basische Salze, sondern auch durch normale Salze beeinfluBt 
Aus fritheren Versuchen geht hervor!), da selbst reinstes Chlornatrium 
den Drehungsriickgang wisseriger Dextroselésungen verz6gert und dali 
zwischen der Geschwindigkeit des Mutarotationsverlaufs und det 
Kochsalzkonzentration eine lineare Beziehung besteht. Die Geschwindig- 


keitskonstante betrug in 4,5fach normaler Kochsalzlésung = 3,1, in 
n/2 NaCl-Lésung = 6,8, wihrend sie fiir reines, destilliertes Wasse1 


einen Wert von 7,2 hatte. Die Differenz zwischen den Konstanten 
ist trotz der gewaltigen Salzkonzentrationsunterschiede sehr gering: 
deshalb war die Ermittlung der gesetzmaBigen Beziehung zwischen 
der Mutarotationskonstante und der Salzkonzentration nur durch die 
Anwendung hoher Konzentrationen méglich geworden. 

Es erhob sich nun die Frage, ob und in welchem Sinne andere 
Neutral- bzw. Normalsalze auf den Drehungsriickgang frisch bereiteter 
Dextroselésungen einwirken. Ich habe im Verein mit H. v. Holtum?) 
und W. Feger*) einige mich besonders interessierende Salze in dieser 
Richtung untersucht, da mir die Kenntnis des Verhaltens dieser Salze 
fiir die Bearbeitung weiterer Fragen unerlaBlich war. Es kam mir 
dabei nicht auf die Ermittlung gesetzmiBiger Beziehungen zwischen 
Konzentration und Reaktionsgeschwindigkeit an, sondern auf die 
bloBe Feststellung, ob ein Salz beschleunigend oder verzégernd wirke 
und in welchem Grade dies der Fall sei. 

Nach den bei den Kochsalzversuchen gemachten Erfahrungen 
wiithlte ich fiir solche Salze, die elektrolytisch weitgehend dissoziiert 
sind, héhere Konzentrationen, da nur von diesen deutliche Ausschlige 
zu erwarten waren; hydrolytisch weitgehend gespaltene Normalsalze 
wurden dagegen in starkeren Verdiinnungen zur Untersuchung gebracht. 

1) Diese Zeitschr. 125, 158, 1921. 

2) Inaug.-Diss. GieBen 1922. 
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Die verwendeten Salze waren reinste Priparate von Kahlbaum 
zw. E. Merck und kamen in der bei der Ubersendung vorliegenden 
‘einheit zum Versuch. Da ich jedoch in Versuchen mit Chlornatrium, 
veschmolzen zur Analyse Kahlbaum*, die Beobachtung gemacht 
‘atte, dafi der Mutarotationsversuch geeignet ist, gelegentlich auch 


die feinsten Verunreinigungen aufzudecken!), schien es mir angezeigt, 


lie Zuverlassigkeit der zunichst erhaltenen Ergebnisse durch eine 
weitere Priifung der wiederholt umkristallisierten Salze zu_sichern. 

Die Untersuchung des Einflusses der verschiedenen Salze auf die 
Mutarotation der Dextrose geschah nach dem bisher von mir ein- 
vehaltenen Modus*). Da ich der Raumersparnis wegen die Versuche 
in der allerkiirzesten Form wiedergebe, andererseits aber Unklarheiten 
vorbeugen méchte, so sei der Gang der Untersuchung an einem Beispiel 


ausfithrlich beschrieben. 


Dextrose in zweifacher n-Kaliumchloridlésung. 14,9¢ Kalium- 
chlorid, Kahlbaum, umkristallisiert, wurden mit Leitfaihigkeitswasser 
zu 100,0 cem gelést und die Temperatur der Lésung auf 20,4° (die in 
den bisher von mir angestellten Versuchen stets eingehaltene Tempe- 
ratur) eingestellt. Alsdann wurden in einem trockenen 100-cem-Kolben 
19g reinste, wasserfreie Dextrose (Merck) eingewogen und diese in 
der Chlorkaliumlésung zu 100,0 ccm gelést; fiir eine gleichmibige 
Verteilung des Zuckers in der Lésung wurde Sorge getragen. Der 
Moment des Zusatzes der Lésung zum Zucker wurde genau fixiert 
und galt als Beginn des Versuchs. Die Lésung wurde in ein mit Glas- 
mantel umgebenes Polarisationsrohr eingefillt und der Drehungs- 
verlauf derselben wihrend lingerer Zeit beobachtet. Die Temperatur 
wurde wiaihrend der ganzen Dauer des Versuchs auf 20,4° gehalten. 
Die erste Ablesung erfolgte regelmiBig 5 Minuten nach Beginn des 
Lésens, die weiteren in Abstinden von je 5, 10 bzw. 20 Minuten, je 
nach der Geschwindigkeit des Riickgangs der Drehung. Bei Salzen, die 
eine starke Beschleunigung des Mutarotationsverlaufs bewirkten, mubten 
die Ablesungen in kiirzeren Intervallen vorgenommen werden ; eine letzte 
Ablesung erfolgte regelmaBig 24 Stunden nach Beginn des Versuchs. 

Die Versuche wurden mit einem Halbschattenapparat ausgefiihrt, 
dessen Kreisteilung am Nonius Minuten und Bruchteile von solchen 
abzulesen gestattete. Das Polarisationsrohr hatte eine Linge von 
189,4 mm, zeigte also bei Verwendung rein wisseriger L6sungen Prozente 
Dextrose direkt an. 

In dem als Beispiel angefiihrten Versuchsprotokoll bedeutet ¢ 
die Anzahl Minuten, die vom Beginn des Versuchs bis zur jeweiligen 


1) Diese Zeitschr. 125, 175, 1921. 
2) Ebendaselbst, S. 162. 











68 H. Murschhauser: 


Ablesung verstrichen sind, 7 die Temperatur der Lésung, « den zu 
Zeit t abgelesenen Drehungswinkel, aus welchem unter Heranziehung cd 
gesamten durchlaufenen Winkels (von der ersten bis zur letzten Ablesun; 
nach 24 Stunden) der Wert log 6 — log (6 — x) berechnet wird. C is 
die aus diesem berechnete Geschwindigkeitskonstante der Reaktion 
co bedeutet den Wert der Drehung 24 Stunden nach dem Lésen. 

Dextrose in zweifach normaler Kaliumchloridlésung. 14,.9¢ K¢ 
(Kahlbaum) umkristallisiert mit Wasser zu 100,0 cem gelést. 5g Dextros: 
mit dieser Lésung zu 100,0 cem. 





t T « log b— log (b—2x) C 
5! 20,4° 10, 15° ~- — 

10 20,4 9,85 24,8 4,9 
15 20,4 9,60 46,6 4,6 
20 20,4 9,32 72,5 4,8 
25 20,4 9,05 98,9 4,9 
30 20,45 8,80 | 124,9 4,9 
35 20,4 8,58 149,2 4,9 
40 20,3 8,38 172,5 4,9 
45 20,4 8,15 200.9 5,0 
50 20,4 7,95 227,2 5,0 
55 20,4 7,78 250,9 5,0 
60 20,4 7,60 277,5 5,0 
65 20,4 7,42 305,9 5,0 
75 20,4 7,15 352,2 5,0 
85 20,4 6,90 399,9 5,0 
105 20,4 6,40 514.9 5,1 
115 20,4 6,20 571,90 5,1 
125 20,4 6,02 628,6 5,2 
135 20,4 5,90 671,7 5,1 
145 20,4 5,78 719,5 5,1 
165 20,4 5,55 829,3 5,1 
fore) 20,4 4,75 


Mittel 4,98 

In véllig analoger Weise wurden die Versuche mit den itibrigen 
Salzen durchgefiihrt. Die Dextrosemenge war in allen Fallen die gleiche. 
Das Ergebnis der Untersuchung wird durch die nachfolgende Zusammen- 
stellung in kiirzester Form wiedergegeben. Die ausfiihrlichen Protokolle 
dieser Versuche finden sich in den Dissertationen meiner Mitarbeiter (1. c.). 

Fiir die Anordnung der Salze innerhalb dieser Aufstellung war 
das Versuchsergebnis bestimmend; die Salze folgen einander nach der 
Hohe der im Versuche erhaltenen Geschwindigkeitskonstanten des 
Mutarotationsverlaufs. Auch der Salzkonzentration wurde durch die 
Einteilung in drei Vertikalreihen Rechnung getragen. 

Aus der Aufstellung geht hervor, daB die Halogenide der Alkalien, 
mit Ausnahme des Ammoniumchlorids, die stirkste Verzégerung des 
Mutarotationsverlaufs von Dextroselésungen bewirken. Die Ver- 
zogerung steigt mi‘ der Konzentration der Lésungen an dem betreffen- 
den Salz und ist am betrichtlichsten beim vierfachen n-Kaliumbromid. 
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jie Mutarotationskonstanten von Dextrose in L6sungen verschiedener Salze. 





sungsmittel , Losungsmittel Losungsmittel 
5 houmenaention _—_ Selsbbnosateation Riccar Sdbaemmebetion Same 
rfach normal zweifach normal n/] 
KCI3g Sees 37° 
NaGhiniet «ier at ee 
NaNO,....| 4) 
Kd seals .| 48 
Per iid: ink 5,0 
NaGi .o i. 5,5 
3 als dae 
Oe Le re 
dreifach normal) 
CAG as 5 | ee 
NEGO. = « ..| OS HO 6,6 
Ngee... .1 "GO eee, . ss 6,9 
i. eee 
CaCl,. ...| 76 MgO. .../| 2,75 
MgC, ....| 80 
oe 8,3 
Na, So, te 8.9 
(NH,),SO, 12,3 
MgSO, . . 12,3 
CH,COONH, 28,4 
CH,COOK . 36.5 
CH,COONa. 44.5 
CH,COONH, 4838 


H, 
CH,COOK . 644 
‘H,COONa. 88.1 

Kinen verzégernden EinfluB haben ferner die Nitrate der Alkalien; 
auch hier nimmt das Ammoniumsalz wieder eine Sonderstellung ein; 
es beschleunigt den Mutarotationsverlauf der wisserigen Dextrose- 
lésung in geringem Grade. Barium- und Calciumchlorid zeigen insofern 
iibereinstimmende Eigenschaften, als sie in zweifach normaler Loésung 
den Rotationsriickgang schwach beschleunigen, in vier- bzw. dreifach 
normalen Lésungen dagegen schwach verzégern. 

Alle iibrigen untersuchten Salze beschleunigen in mehr oder minder 
hohem Grade den Mutarotationsverlauf der wisserigen Dextroselésung. 
Uberraschend ist das Verhalten der Magnesiumsalze, von denen ich 
nach den Ergebnissen der Versuche von H. Trey') eine aiuBerst starke 
Beschleunigung der Mutarotation erwartet hatte. 

Am stirksten wirken die weitgehend hydrolytisch gespaltenen 
Acetate, und zwar der Reihenfolge nach das Ammonium-, dann das 
Kalium- und schlieBlich das Natriumsalz. Die beschleunigende Wirkung 
dieser Salze ist in zweifach normalen Lésungen ungefihr doppelt so 
stark als in n/l Lésungen. 


1) Zeitschr. f. physik. Chem. 22, 432, 1897. 











70 H. Murschhauser: EinfluB8 einiger normaler Salze usw. 


Es ist oben bereits darauf hingewiesen worden, daB die Berechnun 
der Geschwindigkeitskonstanten des Mutarotationsverlaufs die Fes: 
stellung der Enddrehung 24 Stunden nach Beginn des Versuchs e: 
fordert. Dabei zeigte sich, daB diese Werte eine Verschiedenheit au! 
wiesen, die, da in allen Fillen gleiche Mengen von Dextrose in gleich: 
Konzentration vorlagen (4,90 g), nur als eine Wirkung der Salze aut 
gefaBt werden kann. Diese Tatsache ist fiir verschiedene Stoffe bereit 
festgestellt worden. Fiir die Wiedergabe unserer Befunde habe ich di: 
abgelesenen absoluten Drehungswinkel auf die spezifische Drehung um 
gerechnet und diese Werte in der folgenden Tabelle zusammengefal}t 

Die Anordnung der Salze ist nach der Hohe der ermittelten Drehuny 
getroffen; die Konzentrationsverhaltnisse sind durch seitliche Ver- 
schiebung gekennzeichnet. 


Die Beeinflussung der spezifischen Drehung der Dextrose durch Salze. 





Lésungsmittel (py 20,4 

pe ee a Se a + 47,4° 

se mee 5 grade by. 6 as fg + 48,5 

és SS + 49,6 

‘i hi i: +. 50,6 
Zweifach n KNO, Bt ge oe L 50,6 
Vierfach n NH, ch Oe oe ae + §1,2 
Zweifach n KC I ses. ay le Pag + §1,2 
it BiB Oe oi hee ok + & 


Zweifach n (NH,),SO, 


moo 


| 

| 
re n CH,COOK 1,7 
Vierfach n NaNO, 52,3 
Zweifach n Na, SO, 52,3 
n NH,Cl Gee be 52,3 
, °° 3 OH,C OONH, 52,3 
n/l CH,C OOK. , 52,3 
Destilliertes Wasser. ..... + §2,8 
Viedttowh nn) Migs isi hee +- §2,8 
Ne a: 2: Eee ee + 52.8 
Zweifach n MgSO, “a aie si alle +- §2,8 
bs nCH,COONa... . + 52,8 
Bh ORO Messe cs seer eta is + 52,8 
n/i CEOCOUMEH..... «» +. | 52,8 
Zweifach n BaClh,. ...... + 54,7 
Bo To Ye oS ®t + 55,5 
Zweittach nm’OaCl,. 3°... + 56,0 
Vierfach n CaCl, ..... . + 61,2 


Die Halogenide der Alkalien, einschlieBlich des Ammoniums, er- 
niedrigen, die Chloride der alkalischen Erden, ausschlieBlich des Magne- 
siums, erhéhen danach den Wert der spezifischen Drehung der Dextrose 
in destilliertem Wasser. Die hydrolytisch stark dissoziierten Acetate 
der Alkalien haben keinen EinfluB auf die spezifische Drehung. 
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Die caseinolytische Wirkung im Darmsafte und ihre allgemeine 
Verbreitung in den Geweben des tierischen Organismus. 


Von 
Clementi Antonino. 


Aus dem Physiologischen Institut der Kéniglichen Universitit in Rom.) 


(Eingegangen am 16. Dezember 1922.) 


I. Zweck der Untersuchungen '). 

Cohnheim hat zuerst festgestellt?), dafi Darmerepsin Pepsin- 
pepton, Protoalbumose, Heteroalbumose, Antipepton, Wittepepton 
verdaut, nicht dagegen Vitellin nach Erb dargestellt, kristallisiertes 
Albumin aus Kirbissamen, Pferdefleisch, Globin, Bence-Jonessches 
Albumin, Pferdeplasma-EiweiB. Er fand, daB sich Casein, Protamin 
und Histone gegeniiber dem Darmerepsin anders verhalten, indem 
diese genuinen EiweiBkérper von Erepsin gespalten werden. Einige 
Forscher nehmen jedoch an, da®B das Darmerepsin imstande ist, 
auch Fibrin zu verdauen. 

Vernon®) hat nach Cohnheim das Vorhandensein des Erepsins in 
den tierischen Geweben und Organen untersucht und gefunden, dali 
die verschiedenen Gewebe und Organe der Wirbeltiere (Hund, Katze, 
Taube, Frosch usw.) fahig sind, Pepton zu hydrolysieren, daf die 
Gewebe der Warmbliitler reicher an diesem Ferment sind und end- 
lich, daB Leber, Niere und Milz unter diesen Organen die erepsin- 
reichsten sind. 

In seinen Untersuchungen iiber das Vorhandensein des Erepsins 
in den Geweben verwandte Vernon als Substrat nur Wittepepton. 
Cohnheim seinerseits lieS auf Pepton und Casein nur den Darm- 
schleim des Hundes wirken. Da Casein ein spezieller EiweiBkorper 
und charakteristisch fiir die Ernahrung einer einzelnen Wirbeltier- 
klasse wihrend der ersten Periode ihrer Lebenszeit ist, kénnte man 


1) Ein vorlaufiger Bericht iiber die vorliegenden Untersuchungen wurde 
in dem Bollettino R. Accademia Medica di Roma, Anno 1921, ver6éffentlicht. 

2) Cohnheim, Zeitschr. f. phys. Chem. 33, 451. 

3) Vernon, Journ. of physiology 32, 1905. 
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in der Tat annehmen, daB das Vermégen des Darmes und des Darn 
saftes der Siugetiere, Casein zu verdauen, eine Verdauungsanpassu: 
biochemischer Natur sei, wie dies z. B. die Anwesenheit der Lacta- 
(eines zur Verdauung der Lactose geeigneten Fermentes) im Siug: 
tierdarm ist. 

Um diese Frage zu lésen, d. h. um zu entscheiden, ob die casein: 
lytische Wirkung (im Darm des Hundes von Cohnheim entdeckt) ein 
spezielle Eigenschaft des Sdugetierdarmes ist oder eine den Gewebe) 
und den Organen der Sdugetiere und anderer Wirbeltiere gemeinsam: 
Eigenschaft darstellt, habe ich die vorliegenden Untersuchungen an 
gestellt. Mit denselben, welche sich in drei Gruppen zusammen 
fassen lassen, habe ich gepriift: erstens, ob eine caseinolytische Wi: 
kung auBer im Darm, auch in anderen Organen und Geweben de: 
Saugetiere vorhanden ist, zweitens, ob sich die caseinolytische Wir 
kung in der Darmschleimhaut und in den Geweben auch der iibrigen 
Wirbeltiere findet, drittens, ob sich wirklich die proteolytische Wir 
kung des Darmsaftes nur auf Casein beschrinkt oder auch ander 
Proteine (z. B. Fibrin) betrifft. 


II. Technik. 

Vom technischen Standpunkte aus war das angewandte Ver- 
fahren folgendes: Ungefaihr 1 bis 2g des Gewebes oder Organes wurde 
mit Quarzsand zerrieben und mit 2ccm physiologischer Kochsalz- 
lésung verdiinnt; der daraus entstandene Brei wurde auf drei Erlen- 
meyerkolben verteilt. Dem ersten fiigte ich 10ccm einer 2proz 
Wittepeptonlésung zu, dem zweiten 10ccm einer 2proz. Lésung von 
Casein nach Hammarsten in n/100 Natriumhydrat, dem dritten 10ccm 
physiologischer Kochsalzlésung. Die drei ErlenmeyergefaBe wurden, 
nach Zufiigung einer dicken Schicht Toluol, mehrere Tage im Thermo- 
staten bei 37 bis 40° stehen gelassen. Hierauf fiihrte man die Formol- 
titrierung aus, aus der Differenz zwischen dem formoltitrierbaren 
Stickstoff der Kontrollprobe und dem formoltitrierbaren Stickstoft 
der Ansitze mit Casein oder Pepton wurde die Zunahme des formol- 
titrierbaren Stickstoffs unter der Wirkung des Gewebes auf Casein 
oder Pepton festgestellt und hieraus auf die An- und Abwesenheit 
des caseinolytischen oder des peptolytischen Vermégens geschlossen. 
Der verwandte Darmsaft wurde von einem Hunde genommen, dem 
zwei Monate vorher eine Vellafistel angelegt war. 


Ill, Wirkung der Siugetier-Organe und -Gewebe auf Casein. 
Die Ergebnisse der Untersuchungen iiber die Einwirkung des 
Breies aus Siugetiergeweben auf Casein und Pepton sind aus folgender 
Tabelle ersichtlich. 
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Tabelle I. 





~ Vermehrung desformols 
Pa titrierbaren Stickstoffs < 2 
2 (in ccm n/10 NaOH 2 S os 
Y ausgedriickt) | 35 
oe Angewandter Gewebsbrei sx Zs 
=i) ex o-= 
rhs in 10cem | in 10 ccm oF ES 
= 2proz 2 proz. s rw 
Caseinlsg. Peptonlsg. = 
Age 
4 Darmschleimhaut (Katze) .. . 16,0 + +4 
© dawee Cisatee).. . .. wee 6.0 3,7 |. + 
3 Nieren , sy ak ee 5,6 17,6 + + + 
4 Milz fi x eee oe) ee 4,0 4.0 : 
4 Herz erp 3,0 6,1 
4 Magenschleimhaut (Katze) ee betas 5,5 4,2 : 
4 || Lungen (Katze) ......... 2,1 4.0 
4 Nebennieren (Katze). ...... 0,6 1,9 t + + 
Siam cere ce 8.0 6,0 ft. | + 
4 |Nieren , Oe eae te pare 6,2 8.8 + + + 
4  Lungen , bate Toercee ties etl. 4.9 4,9 men . 
4 Milz Z re es 4.6 6,4 ++ | -+- 
4 Blutserum (Hund) 4 ccm et 1,2 2% o + 
3 Rote Blutkérper, gewaschen (Hund), 
etwa 4ccm .. i.3 17 
10 Darmschleimhaut, gow: ase chen (w eiBe 
Ratte). . . ee 3 ae 7,9 
6 Leber (weiBe Ratte) TN ak Fella “SOT 11 6,7 + +. + 
6 Nieren , yer eee ee 2.6 7,0 t $+ 
Darmschle;mhaut (Meerschwein- 
chen, neugeboren) . . 3.3 
5 Citrat- meee (weiblich) etwa 
200m... . ree eg 0.4 2,2 


Aus den Angaben obiger Tabelle folgt 

1. Die verschiedenen Organe und Gewebe (Niere, Leber, Milz. 
Magen, Herz, Nebenniere, Blutplasma und -serum) der Saugetiere im 
allgemeinen (Hund, Katze, weiBe Miuse, Meerschweinchen, Pferd, 
Mensch) verursachen bei der Temperatur von 37 bis 40° unter Zufiigung 
von Toluol eine solche Zunahme des formoltitrierbaren Stickstoffs, dab 
man berechtigt ist, anzunehmen, Casein werde von allen Siugetier- 
geweben verdaut. 

2. Die caseinolytische Wirkung ist am stiirksten bei Niere und 
Leber; von mittlerer Stirke bei Milz und Magen, von geringster im 
Blutserum. 

3. Der Darm des neugeborenen, vor der ersten Milchaufnahme 
getéteten Meerschweinchens ist schon imstande, Casein zu verdauen. 


IV. Wirkung der Darmschleimhaut und der Gewebe von Végeln, 
Amphibien und Reptilien auf Casein. 


Die Ergebnisse der Untersuchungen iiber die Einwirkung der 
Darmschleimhaut des Huhnes und der Testudo Graeca nach griind- 
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licher Spiilung und der Gewebe von Sauropsiden und Amphibir 
auf Casein und Pepton sind in folgenden Tabellen ersichtlich : 


Tabelle IT. 





Vermebr. d. formols 

titrierb. Stickstoffs 

(in cem n/10 NaOH 
ausgedrickt) 


7—40?) 


Angewandter Gewebsbrei 


(3 
Wirkung 
Wirkung 


in 10 cem | in 10 com 
2 proz. 2 proz. 
Caseinlsg. Peptonlsg. 


Caseinolytische 
Peptolytische 


= Im Thermostaten 


vw 
c° 


Darmschleimhaut, ungewaschen (Gallus 
a: Ne) ; wom Fh eee eae 
Dieselbe, kurz gew. ‘(Gallus d. Nr. 1). 
Dieselbe (Gallus d. Nr. 1) 
Dieselbe (Gallus d. Nr. 2) 
Dieselbe (Gallus d. Nr. 2) . 
Dieselbe, lange gew. (Gallus d. Nr. 2) . 
Dieselbe (Gallus d. Nr. 2) : 
Dieselbe, kurz gew. (Testudo graeca Nr. , 
Dieselbe, lange gew. (Test. graeca Nr. 1) 
Dieselbe, kurz gew. (Test. graeca Nr. 2) 
Dieselbe, lange gew. (Test. graeca Nr. 2) 
Dieselbe, gewaschen (Seps calcides) . 
Darm im ganzen (Rana t.) . 


or 


or -~1 bo 


ow 


Ws 
a a 
Ss 


Oo 


wa 


Tabelle III. 





Vermehr. d. formol- 

titrierb. Stickstoffs 

(in com n/10 NaOH 
ausgedriuckt) 


40°) 


Angewandter Gewebsbrei 


+ el 
Wirkung 


3 


in 10 ccm | in 10 cem 
2 proz. 2 proz. 
Caseinlsg. onsen 


Caseinolytiscbe 
Peptolytische 
Wirkung 


= Im Thermostaten 


boy 
ome 


Nieren (Gallus d.) 

Leber (Gallus d.) . ahi 

Leber (Falcus tinnunculus) 

Leber (Testudo graeca) 

Milz (Emis europaea) 

Nieren (Emis europaea) . 

Leber (Emis europaea) 

Lunge (Emis europaea) 

Hoden (Bufo vulgaris) . . 

Hoden ‘Bufo Vv raleaia) (basische Reak- 
tion 0,1% NaOH)... ie 

Leber (Bufo vulgaris) (basische Reak- 
tion 0,1% NaOH) .. ; 

Herz (Bufo. vulgaris) (basische Reak- 
tion 0,1% NaOH) 


25 9 6.5 05 oS 28 
WwOonwwows=i-+i 


_— 


es | 





Peptolytische 


Wirkung 
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Aus den Angaben obiger Tabellen folgt: 

1. Die Darmschleimhaut der Sauropsiden (gallus domesticus und 
‘studo graeca) verursacht bei Temperatur von 37 bis 40°, unter Zu- 
iigung von Toluol, eine solche Zunahme des formoltitrierbaren Stick- 
stoffs, daB die SchluBfolgerung berechtigt ist, die Darmschleimhaut 

obiger Tiere verdaue Casein. 

2. Dieses caseinolytische Vermégen verliert an Starke, wenn das 
Spiilen der Schleimhaut zu lange fortgesetzt wird, und gleichzeitig 
verringert sich die peptolytische Kraft. 

3. Durch Niere, Leber, Milz, Testikeln von emys europaea, Gallus 
domesticus, Bufo vulgaris, Testudo graeca wird bei Einwirkung auf 
Casein eine Zunahme des formoltitrierbaren Stickstoffs verursacht, wenn 
die Reaktion amphoter oder sehr schwach basisch gegeniiber Azolitmin 
ist, nicht aber, wenn die Reaktion stark alkalisch ist (02°, NaOH). 


V. Wirkung des Darmsaftes auf verschiedene Proteinstoffe. 

Uber die Frage der Verdaulichkeit der genuinen Proteinstoffe 
durch Magensaft sind die Ansichten der Forscher geteilt. Einige 
nehmen an, da auBer Casein, Protaminen und Histonen auch Fibrin 
und andere Proteinstoffe verdaut werden kénnen. 

Diese Frage zu entscheiden, schien mir sehr wichtig, und ich 
habe aus diesem Grunde folgende Untersuchungen ausgefiihrt . 

Da ich vermutete, daB die Forscher, welche positive Ergebnisse 
fanden, ungekochtes Fibrin angewandt und deshalb die Einwirkung 
autolytischer Fermente nicht vermieden hatten, benutzte ich in 
einigen Versuchen gekochtes und in anderen ungekochtes Ochsenfibrin. 
Der Darmsaft wurde von einem einige Monate vorher mit Vellafiste| 
versehenen Hunde genommen. Zur Gewinnung des Darmsaftes fiihrte 
ich hypertonische Lésungen verschiedener Substanzen in die Darm- 
schlinge ein. Bei dieser und anderen Untersuchungen habe ich fest- 
gestellt, daB nicht nur Seifen und Fettsiuren. wie schon bekannt, 
sondern auch verschiedene andere Verdauungssubstanzen (z. B 
Glycerin) und auch mit der Verdauung nicht in Verbindung stehend 
Substanzen (z. B. Harnstoff, Natriumchlorid, Magnesiumchlorid) die 
Darmschleimhautdriisen zur Sekretion anregen. 

Die Ergebnisse der Untersuchungen iiber die Einwirkung des 
Darmsaftes auf die verschiedenen Proteinstoffe (gekochtes und un- 
gekochtes Fibrin, Eieralbumin, Gliadin, Zein, Phaseolin, Klupein 
sulfat, Casein nach Hammarsten) sind aus Tabelle IV ersichtlich. 

Fiir jede Analyse lieB ich 2cem Darmsaft unter Zusatz von 
Toluol im Thermostaten (37 bis 40°C) auf das betreffende Protein in 
10cem physiologischer Kochsalzlésung einwirken. Die Anzahl der 
zur Formoltitrierung bei Anwerdung von Darmsaft nétigen Kubik- 
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zentimeter n/10 NaOH wurde jedesmal von der Anzahl Kubikzenti \ 
meter n/10 NaOH abgezogen, die zur Formoltitrierung des Digest: é 
. it ' ygane 
von Proteinstoff plus Darmsaft nétig: war. ee 
emeil 
. : sche 
Tabeile IV. 
sebel 
_ Formoltitrierbarer Sticks 4 ¢ = le ge 
F stoff (in com nfl0NaOH 3 ES SO ~ 
oN ausgedruckt) wel OF % o - 
“3 e3 aS. 3 3 i V 
- R Angewandtes Protein tii ‘ie gESSSs 3 |e 
& Darmsaft- Darmsaft- 26% Eco 5 feset: 
i zusatz zusatz 5Se2s32 ? Laie) 
>oRA A 1c 
Tage com ccm Cal = po ; 
ei ere oe 0.2 0.0 ytise 
8 Saat cs, OS ye oe 0,1 0,3 0,2 jen) 
10 ol ia dae “Tee en 0.1 0,3 02 *! 
10 whise ao. Steet i ox 0,1 0,3 0,2 nie 
2 a er 2,0 2,0 0.0 
3 Ejeralbumin ..... . 3,0 3,0 0,0 ind 
8 POMMOUR ic... 1 OA 1,5 1,8 0,3 ict 
2 Fibrin (gekochtes) . . . 9,4 3 1,4 0,2 uch 
3 s . acta igi 0,7 0,6 0,0 Pha 
3 (ungekochtes) . . 0,4 3,7 5.4 1,7 
a ; . . . 0,4 4.3 = = 
10 »  (gekochtes) . . . 0,5 1,2 1,1 0,0 Dat 
10 ra (ungekochtes) . . 0,5 14,0 17,0 3,0 Cas 
10 ‘ (gekochtes) . . . 0,5 1,0 1,1 0.0 - lvti 
10 = (ungekochtes) . . 0,5 13,5 15,0 15 -| : 
2 Protaminsulfat .... . 0,1 0,4 4,7 4,3 das 
eS a. eee 1.8 6,0 4.2 L4. Thar 
1/, 0,2 1,9 7,9 6,0 
1*/s ine * * , son 
. fa al Cc ‘ 
Aus den Angaben der obigen Tabelle folgt : " 
ee “ an F R ion ¢ 
1. Bei Einwirkung des Darmsaftes auf Gliadin, Zein, Eieralbumin, 2 
Phaseolin entsteht keine oder eine so geringe Vermehrung des formol- < 
titrierbaren Stickstoffs, dal dieselbe den Mingeln des Verfahrens rt 
zuzuschreiben ist und nicht dazu berechtigt, auf eine Verdauungs- |“ 
° . . . . C 
wirkung des Darmsaftes auf diese Proteinstoffe zu schlieBen. 
tog Aga sil 
2. Durch Einwirkung des Darmsaftes auf gekochtes Ochsenfibrin 
entsteht keine Vermehrung des formoltitrierbaren Stickstoffs; nicht |. 
ge fg : ; ; is 
gekochtes Ochsenfibrin weist jedoch nach Verweilen im Thermostaten 
——e , n 
nach Zufiigung von Toluol und ohne Zusatz von Darmsaft eine be- 
” ey Kaye . iy 
merkenswerte Vermehrung des formoltitrierbaren Stickstoffs auf. 
Diese wird noch gréBer, wenn man dem Fibrin Darmsaft beifiigt. 
Dies beweist, da eine Selbstverdauung des Fibrins vorliegt, und zwar 
durch die Wirkung der autolytischen Fermente, die sich im Fibrin 
selbst befinden, ferner, da} Fibrin nicht von Erepsin verdaut wird 
und daf Darmsaft nicht auf Fibrin selbst, sondern auf die Produkte 
der Selbstverdauung des Fibrins (Fibrinpeptone ’?) einwirkt. 
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K ubikzent; VI. pent Sebintintpeonngem, 
es Digest: 1. Hine caseinolytische Wirkung besitzen alle Gewebe des Sdugetier- 
; yganismus (Hund, Katze, weibe Mause, Meerschweinchen). Im _all- 

emeinen besteht eine gewisse Ubereinstimmung zwischen caseinoly- 
scher und peptolytischer Wirkung in dem Sinne, daB einige Organe 

——__||eber, Niere) die stiirkste und das Blut (Blutserum und Blutplasma) 

ss ie geringste Wirkung aufweisen. 

g25 2 2. Eine caseinolytische Wirkung besitzt auch die Darmschleimhaut 

525 H er Végel, Reptilien und Amphibien. Durch ein zu lange Zeit fort- 

s§2 2 fesetztes Spiilen der Darmschleimhaut wird sie vermindert , und 

£ leichzeitig verringert sich auch die peptolytische Kraft. 

= 3. Auch in den anderen Geweben der Sauropsiden ist die caseino- 

ytische Wirkung vorhanden. Bei den Kaltblitern (Reptilien, Amphi- 

. jien) und bei den Végeln ist sie jedoch weniger ausgeprigt als bei 
len Warmbliitern. 

4. Der Darmsaft des Hundes (aus einer Vella-Diinndarmfistel) 
ind die Darmschleimhaut des Huhnes verdauen Casein und Protamin, 
ticht aber andere EiweiBkérper wie Ochsenalbumin, Zein, Gliadin. 
Phaseolin; Fibrin (gekochtes) wird auch nicht vom Darmsaft verdaut. 

Siimtliche oben angegebenen Ergebnisse beweisen, dali die vom 
Darmsaft herbeigefiihrte Verdauung des Caseins nicht von einem fiir 
Casein spezifischen und nur im Sdugetierdarm vorhandenen proteo- 

_ |lytischen Ferment betiatigt wird, sondern von demselben Enzym, 
das Pepton verdaut (Erepsin) und welches in allen Geweben vor- 
“-+- fhanden ist. Die Fahigkeit des Erepsins, Casein zu verdauen, ist hier 
" Tsomit sicher bewiesen und besonderen Eigenarten im Aufbau des 
Caseinmolekiils (welche wahrscheinlich den Protaminen und Peptonen, 
Ibumin, [nicht aber den anderen Proteinen gemeinsam sind) zuzuschreiben. 
formo]. | Bei dem heutigen Stande unserer Kenntnisse ist es aber nicht még- 
fahrens | lich, genau anzugeben, welche diese Charakteristika sind, d.h. ob 
uungs. |dieselben mehr von der Qualitat der beteiligten Aminosiuren oder 
von der Art, in welcher die Aminosiuren untereinander verbunden 
nfibrin sind, abhangen. 

nicht Vom teleologischen sowohl als vom praktischen Standpunkte aus 
staten | ist jedenfalls hervorzuheben, da Casein, das charakteristische Er- 
ne be- nihrungsprotein der ersten Lebensperiode der Saugetiere, infolge des 
pry besonderen Aufbaues seines Molekiils und nicht infolge sekunddr 
ifiigt, erfolgender enzymatischer Anpassung des Diinndarmes an die Milch- 
zwar | Crndhrung direkt vom Darmsaft (ohne vorherige Wirkung des Magen- 
‘ibrin pepsins und des pankreatischen Trypsins) verdaut werden kann. In 
wird dieser Hinsicht ist Casein als das leichtverdaulichste uns bisher be- 

lukte kannte Erniahrungsprotein zu betrachten. 
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zentimeter n/10 NaOH wurde jedesmal von der Anzahl Kubikzent 
meter n/10 NaOH abgezogen, die zur Formoltitrierung des Digest: ; 
von Proteinstoff plus Darmsaft nétig’ war. 


Tabeile IV. 





= Formoltitrierbarer Sticks 4 ¢ = 

3 stoff (in ccm n{10 NaOH SESSO~ 

2 2 ausgedrickt) 2 = 32% 2 

3 a Angewandtes Protein deat oa EEESeS 3 

5 Darmsaft- Darmsafte 2¢86e? by 
zusatz zusatz 5 E2s 33 - 

Tage com ccm ran” § 

2 NN en ot a ge a 0,2 0,2 0.0 

8 * ee en a oe Ce 0,1 0.3 0.2 

16 * . 0,5 0.1 0.3 0.2 

10 - . BO 0,1 0,3 0.2 

2 Zein Ste etn 2,0 2.0 0.0 

3 Ejeralbumin ...... 3,0 3.0 0.0 

8 Pamgeen as Oe 1,5 1,8 0.3 

2 Fibrin (gekochtes) . . . 9,4 1,2 1,4 0,2 

3 - i. i 0,7 0,6 0.0 

3 » (ungekochtes) . . 0,4 37 5,4 7 

4 is : . ee 43 = sar 

10 ‘ (gekochtes) . . . 0,5 1,2 1,1 0,0 

10 ‘ (ungekochtes) . . 0,5 14,0 17,0 3,0 

10 % (gekochtes) . . . 0,5 1,0 1,1 0,0 - 

10 re (ungekochtes) . . 0,5 13,5 15,0 15 “ 

2 Protaminsulfat .... . 0,1 0,4 4,7 4.3 

HL Wetescccn, ee ee Oe 1,8 6,0 4,2 4 

1'/, FE oy). wae er 1,9 7,9 6,0 


Aus den Angaben der obigen Tabelle folgt : 

1. Bei Einwirkung des Darmsaftes auf Gliadin, Zein, Eieralbumin, 
Phaseolin entsteht keine oder eine so geringe Vermehrung des formol- 
titrierbaren Stickstoffs, da dieselbe den Mingeln des Verfahrens 
zuzuschreiben ist und nicht dazu berechtigt, auf eine Verdauungs- 
wirkung des Darmsaftes auf diese Proteinstoffe zu schlieBen. 

2. Durch Einwirkung des Darmsaftes auf gekochtes Ochsenfibrin 
entsteht keine Vermehrung des formoltitrierbaren Stickstoffs ; nicht 
gekochtes Ochsenfibrin weist jedoch nach Verweilen im Thermostaten 
nach Zufiigung von Toluol und ohne Zusatz von Darmsaft eine be- 
merkenswerte Vermehrung des formoltitrierbaren Stickstoffs auf. 
Diese wird noch gréBer, wenn man dem Fibrin Darmsaft_ beifiigt. 


Dies beweist, daB eine Selbstverdauung des Fibrins vorliegt, und zwar 


durch die Wirkung der autolytischen Fermente, die sich im Fibrin 
selbst befinden, ferner, daB Fibrin nicht von Erepsin verdaut wird 
und da8 Darmsaft nicht auf Fibrin selbst, sondern auf die Produkte 
der Selbstverdauung des Fibrins (Fibrinpeptone ’) einwirkt. 
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VI. Allgemeine Schlubfolgerungen. 

1. Hine caseinolytische Wirkung besitzen alle Gewebe des Sdugetier- 
ganismus (Hund, Katze, weie Miuse, Meerschweinchen). Im. all- 
semeinen besteht eine gewisse Ubereinstimmung zwischen caseinoly- 
tischer und peptolytischer Wirkung in dem Sinne, da einige Organe 
Leber, Niere) die stiirkste und das Blut (Blutserum und Blutplasma) 
die geringste Wirkung aufweisen. 

2. Eine caseinolytische Wirkung besitzt auch die Darmschleimhaut 
er Vogel, Reptilien und Amphibien. Durch ein zu lange Zeit fort- 
gesetztes Spiilen der Darmschleimhaut wird sie vermindert, und 
gleichzeitig verringert sich auch die peptolytische Kraft. 

3. Auch in den anderen Geweben der Sauropsiden ist die caseino- 
lytische Wirkung vorhanden. Bei den Kaltbliitern (Reptilien, Amphi- 
bien) und bei den Végeln ist sie jedoch weniger ausgepriigt als bei 
den Warmbliitern. 

4. Der Darmsaft des Hundes (aus einer Vella-Diinndarmfistel) 
und die Darmschleimhaut des Huhnes verdauen Casein und Protamin, 
nicht aber andere EiweiBkérper wie Ochsenalbumin, Zein, Gliadin, 
Phaseolin; Fibrin (gekochtes) wird auch nicht vom Darmsaft verdaut. 

Simtliche oben angegebenen Ergebnisse beweisen, dai die vom 
Darmsaft herbeigefiihrte Verdauung des Caseins nicht von einem fiir 
Casein spezifischen und nur im Sdugetierdarm vorhandenen proteo- 
lytischen Ferment betatigt wird, sondern von demselben Enzym, 
das Pepton verdaut (Erepsin) und welches in allen Geweben vor- 
handen ist. Die Fahigkeit des Erepsins, Casein zu verdauen, ist hier 
somit sicher bewiesen und besonderen Eigenarten im Aufbau des 
Caseinmolekiils (welche wahrscheinlich den Protaminen und Peptonen, 
nicht aber den anderen Proteinen gemeinsam sind) zuzuschreiben. 
Bei dem heutigen Stande unserer Kenntnisse ist es aber nicht még- 
lich, genau anzugeben, welche diese Charakteristika sind, d.h. ob 
dieselben mehr von der Qualitit der beteiligten Aminosiiuren oder 
von der Art, in welcher die Aminosiuren untereinander verbunden 
sind, abhangen. 

Vom teleologischen sowohl als vom praktischen Standpunkte aus 
ist jedenfalls hervorzuheben, daB Casein, das charakteristische Er- 
naihrungsprotein der ersten Lebensperiode der Siéugetiere, infolge des 
besonderen Aufbaues seines Molekiils und nicht infolge sekunddr 
erfolgender enzymatischer Anpassung des Diinndarmes an die Milch- 
ernihrung direkt vom Darmsaft (ohne vorherige Wirkung des Magen- 
pepsins und des pankreatischen Trypsins) verdaut werden kann. In 
dieser Hinsicht ist Casein als das leichtverdaulichste uns bisher be- 
kannte Erniahrungsprotein zu betrachten. 











Uber die Erregbarkeit 
des Atemzentrums beim Menschen und deren Chemismus. 


Von 


Hermann Bernhardt. 
(Aus der I. medizinischen Universitatsklinik der Charité zu Berlin.) 


(Eingegangen am 19. Dezember 1922.) 


Um sich in Kenntnis der Erregbarkeit des Atemzentrums bein 
Menschen zu setzen, hat A. Loewy 1890 (27) die von Cohnstein und Zuntz (5 
angegebene Methode auf den Menschen angewendet. Sie besteht darin 
da man in dem physiologischen System, in dem Reiz und Reizbarkeit 
variable Faktoren sind, den einen (den Reiz) quantitativ bestimmba 
vergroBert und aus der Wirkung, die man feststellt, auf den anderen 
Faktor (die Reizbarkeit) Schliisse zieht. Als solcher leicht bemeBbare1 
und anwendbarer Reiz steht die Kohlensiure zur Verfiigung, die inner- 
halb mai®iger Konzentrationen angewendet, wie A. Loewy gezeigt hat 
nur einen Reiz fiir das Atemzentrum bildet, seine Erregbarkeit nicht 
iindert. Loewy ging seinerzeit so vor, daB ,,die Versuchsperson bei 
méglichstem AusschluB aller etwa auf die Atmung EinfluB habenden 
Reize an der Gasuhr atmet, die AtemgréBe pro Minute bestimmt, 
eine Durchschnittsprobe der Exspirationsluft entnommen, auf CO, 
analysiert und so festgestellt wird, welcher prozentische CO,-Gehalt 
der exspirierten Luft dem gefundenen Atemvolumen entspricht. Nun 
wird Kohlensaure der Inspirationsluft beigemengt, zuerst in geringerer, 
dann mehrfach in steigender Quantitaét, und der jedesmal bewirkt: 
Zuwachs an Atemvolumen zugleich mit dem zugehérigen Prozentgehalt 
der Exspirationsluft an CO, notiert. Wir bekommen so eine Reihe 
von zusammenhingenden Werten, die gewissermaBen Normalwerte 
darstellen und zum Vergleich mit Werten dienen kénnen, die wir nach 
gleichem Prinzip unter gewissen, die Atmung beeinflussenden, experi- 
mentell gesetzten Bedingungen erhalten.‘ Die Resultate seiner Versuche 
faBte Loewy dahin zusammen, ,,dafs die Erregbarkeit des respiratorischen 
Zentrums eine auffallend konstante Grobe darstelle; sie war die gleiche 
bei einer Anzahl nach Alter und Kérperbeschaffenheit héchst ver- 
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hiedener Individuen, die gleiche (mit einer Ausnahme) in zu ver- 
.hiedener Zeit bei demselben Individuum angestellten Versuchen,. 
-fand sich gar nicht oder nur wenig gedindert unter der Einwirkung 
ner Reihe von den Atmungsproze8 erheblich beeinflussenden Momenten. 
Diese Ergebnisse haben lange Zeit hindurch allgemein Anerkennung 
funden, in Deutschland steht noch heute ein groBer Teil der Autoren 
if diesem Standpunkt. 1911 hat Lindhard (26) mit fast der gleichen 
Methode die Versuche wiederholt. In zwei Punkten hat er die Methode 
erbessert; er stellt die alveolare CO,-Spannung fest und stellt dieser 


die alveolare Ventilation gegeniiber und schaltet dadurch die Anderung 
der Atemfrequenz und die ,,Durchschnittsprobe der Exspirationsluft‘ 
als Fehlerquellen aus. [Die Berechnung der alveolaren Ventilation 
ist sehr leicht: Ist a das Minutenatmungsvolumen und f die Minuten- 
frequenz, so ist die alveolare Ventilation = (a — f.140 ccm), wobei 
140 cem das Maf fiir den schidlichen Raum darstellt.] 

Lindhard kommt zu folgendem Ergebnis: 

1. Carbon dioxide is the adequate stimulus for the respiratory centre, 
as pointed out by Haldane and his co-workers. 

2. The excitability of the respiratory centre towards the adequate 
stimulus is governed by the oxygen tension present. 

3. Besides being governed by the oxygen tension, the excitability of 
the centre is influenced by a number of different physico-chemical factors. 

4. The excitability of the respiratory centre has for different individuals 
quite a different value. 

Beim niheren Studium der Arbeit, die von vielen Autoren, besonders 
von Porges (34) sehr scharf angegriffen wurde, sieht man, daB die Ver- 
suchsergebnisse Lindhards keinen vollen Wert beanspruchen kénnen. 
Vor allem iibersieht er ganz die Wichtigkeit der Ausschaltung aller 
etwa auf die Atmung Einflu®B habenden Reize. Mitten aus der Arbeit 
nimmt er die Versuchsperson zur Untersuchung. Er ist sich dieses 
Fehlers allerdings bewuBt und will deshalb nur die Werte bei Einatmung 
hoher CO,-Gemische gelten lassen, wo, wie er schreibt: ,,the increase 
in the stimulus (d. i. CO,) surmounts the sum of the accidental factors**. 
Doch ist klar, da} auch bei diesen Werten der Einflu®8 anderer Reize 
noch fiihlbar sein mu®B, und besonders muls man bedenken, dah bei 
Kinatmung hoher CO,-Gemische Verhialtnisse entstehen, die wir noch 
gar nicht beherrschen; es ist da méglich, daB Erregbarkeitsanderungen 
auftreten, weshalb Loewy stets vor hohen CO,-Gemischen gewarnt 
hat. Auch spielt das subjektive Dyspnoegefiihl mit herein und vermehrt 
die Fehlerquellen. AuBerdem ist die Methode Lindhards zur Gewinnung 
der Alveolarluft, besonders bei hoher Atemfrequenz, so schwierig zu hand- 
haben, daB man an der Richtigkeit seiner Werte gezweifelt hat [besonders 
Douglas (7)|. Lindhard stiitzt sich zudem bei seinen Untersuchungen auf 
nur drei Versuchspersonen und erhalt bei ein und derselben Person 
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so verschiedene Werte, dafi man mit Sicherheit Fehlerquellen annehm« 
mu. Bei meinen Untersuchungen habe ich mich genau an die vy 
Loewy aufgestellten Grundsitze des Cohnstein-Zuntzschen Verfahre 
gehalten, habe aber die von Lindhard eingefiihrte Verbesserung, d. h. ¢ 
Bestimmung der alveolaren CO,-Spannung und der alveolar 
Ventilationsgr6Be, tibernommen. 

Um sich in Kenntnis der alveolaren CO,-Spannung zu setzen, ste! 
eine groBe Zahl von Methoden zur Verfiigung: 

A. Die berechnenden Methoden [z. B. nach Loewy und Bohr (4 
Sie kamen fiir mich nicht in Betracht. 

B. Die Methoden, bei denen die Alveolarluft selbst gewonnen wird 
Man muB hier die Methoden zur Messung der Gasspannungen in den resp 
rierenden Alveolen, entsprechend den Gasspannungen im arteriellen Blut: 
scheiden von den Methoden, die die Gasspannungen in den aus der Luft 
atmung ausgeschalteten Alveolen, entsprechend den Gasspannungen in 
Venenblute, bestimmen. 


I, Arterielle Gasspannungen: 


a) Bestimmung nach Haldane-Priestley (11): Ausatmen in das Mund 
stiick eines langen Schlauches, und zwar entweder sofort nach vollzogene: 
Inspiration (,,auf der Héhe der Inspiration‘): Haldane-In, oder am Schluii 
der Exspiration: Haldane-Ex. Beide Werte sind nicht gleich. Haldane-F: 
gibt die héheren Werte. 

b) Bestimmung nach Lindhard (21) (Probe der allerletzten Exspirations 
luft bei ruhiger Atmung). Diese Methode will die Mangel der Haldan: 
Methode, besonders die Stérung des Atemrhythmus meiden; am End: 
jeder Exspiration wird hinter dem Exspirationsventil rasch etwas Alveolar 
luft seitlich abgezogen; dies muB mehrmals geschehen, bis das Sammel 
rohr gefiillt ist. 

c) Bestimmung nach W. Trendelenburg (50): Es sind besonders di: 
Ventile, denen T'rendelenburg genaueste Beachtung schenkt; er gibt sehr ver 
schiedene Ventile fiir Mund und Nase an, immer mit mdglichst geringem 
schadlichen Raum. Zusatzausatmungen am Ende der Exspiration, éfters 
wiederholt, dienen dazu, den Behalter zu fiillen; die Atmung wird dabe 
wenig gestort. 

d) Die groBe Menge der Verfahren, die sich nur durch kleinere Ande 
rungen von den Hauptverfahren unterscheiden; ich fiihre nur die Autoren 
an: Anderung der Haldaneschen Methode: 


l. Y. Henderson and Russels (17) Modifikation. 
2. Verfahren von M. Yamada (52). 

3. Methode nach L. S. Fridericia (9). 

4. Methode nach P. Supersaxo (48). 


II. Vendse Gasspannungen: 


a) Bestimmung nach Loewy und Schrotter (30): Diese Methode ist im 
allgemeinen nur im Tierexperiment verwendbar. 

b) Bestimmung nach Plesch (33): Plesch unterscheidet, wie bekannt, 
zwei Verfahren: die ,,Einsackmethode“ und die ,,Zweisackmethode“. 
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Eigene Methode. 


Von mir wurde auf den Rat von Professor A. Loewy im AnschluB 
n das Haldane-Priestley-Verfahren die Alveolarluft derart gewonnen, 
daB die Versuchsperson ruhig an der Gasuhr atmete und auf eine Auf- 

rderung hin nach ruhiger Inspiration tief und maBig schnell, aber 
raftig exspirierte. Von den letzten Teilen dieser tiefen Exspiration wurde 
eine Probe entnommen. 

Im ganzen verliuft der Versuch folgendermaBen: Grundsiatzlich 
bleibt die Versuchsperson niichtern, ihr Nacktgewicht wird vor der Unter- 
suchung festgestellt. Um ihr die Angst zu nehmen, wird ihr meist am Vortage 
lie Sache kurz erklirt. 

Zunichst mu die Versuchsperson mindestens 4% Stunde auf dem 
tuhebett des Untersuchungszimmers still liegen. Wihrend des Versuchs 
bin ich stets allein und vermeide alles peinlich, was Aufregung verursachen 
kénnte. Nach Feststellung der Pulszahl und Atemfrequenz beobachte ich, 
wie tief die Person atmet. So kann ich dann bei der Atmung mit den Ventilen 
ganz gut beurteilen, ob die Person wieder ebenso ruhig atmet als vorher. 
Nach Notierung von Barometerstand und Zimmertemperatur diese 
wurde stets auf 20 bis 21,5° C gehalten — setze ich den Apparat zusammen. 
Es ist die gleiche Anordnung von Mundstiick und den beiden Ventilen, wie 
man sie bei den Untersuchungen mit dem Zuntz-Geppertschen Apparate (10) 
gebraucht. Nur wird zwischen Mundstiick und Exspirationsventil ein 
kurzes Rohr mit seitlichem Abgangsréhrchen (von etwa 4 bis 5 mm Durch- 
messer) eingeschaltet. An diesem Réhrehen wird mittels Gummizwischen- 
stiick ein etwa 50 bis 100 cem fassendes Gassammelrohr angeschlossen, 
das zu Beginn des Versuchs mit angesiiuertem Wasser gefiillt wird, das bis 
dicht an das Hauptrohr heraufsteht. An seinem anderen Ende steht das 
Sammelrohr wieder durch Gummizwischenstiick mit einem Gummischlauch 
und einer halb gefiillten Glaskugel in Verbindung. Zum Fiillen des Cas- 
sammelrohrs mit Wasser wird sie gehoben, dann wird am oberen Gummi 
zwischenstiick mit einer Klemme abgeschlossen. Die Glaskugel wird nun 
gesenkt, und wenn man jetzt die Klemme 6ffnet, so flieBt das Wasser 
schnell wieder zur Glaskugel hinab und aus dem Mundstiickzwischenventil - 
raum wird Luft aspiriert. Wenn man dics im letzten Teil der tiefen 
Exspiration tut, so aspiriert man Teile der letzten Ausatmungsluft. Ist das 
Sammelrohr gefiillt, so schlie8t man die Klemme wieder, klemmt auch am 
unteren CGummizwischenstiick ab und lést die Gummistiicke oben und 
unten von den Nachbarréhrehen. Das auf diese Weise beiderseits ver- 
schlossene Sammelrohr wird sofort unter schwach sauer reagierendes Wasser 
von etwa 18° Temperatur gebracht. Dann wird ein nichstes Kohr in der 
selben Weise eingeschaltet, durch Heben der Glaskugel mit Wasser gefiillt 
und der Apparat ist wieder bereit. 

Nach Zusammenstellung des Apparats instruiere ich die Person noch 
mals kurz, dann bekommt sie das Mundstiick in den Mund (Priifung, dab 
es gut schlieBt) und die Nase wird verschlossen. Nun mu man die ruhige 
gleichmaBige Atmung abwarten, was bei manchen recht lange dauert; 
erst dann kann man die Alveolenluftprobe entnehmen. Protokolliert werden 
Atemvolumen (alle 1% Minute), Atemfrequenz, Pulszahl. Fast immer ent- 
nehme ich nach kurzer Pause nochmals Alveolenluft bei Atmung gewohn- 
licher Luft, ehe ich die Kohlensiure durch ein fein ausgezogenes Rohr in 
das Inspirationsventil in gleichmaBigem Strome einleite. Die Einleitung 
geschieht erst, wenn sich die Atmung wieder beruhigt hat (von den vor 
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angegangenen tiefen Exspirationen). Man muff stets erst unter Was 
die Starke der CO,-Einleitung priifen, um Gefahren zu meiden und 
in den nachsten Proben zu einer richtigen Steigerung zu gelangen. | 
CO,-Einleitung kann meist unbemerkt bewerkstelligt werden, zumal vii 
Patienten die Augen schlieBen. Jetzt wird, um die Art und Weise d 
Anstiegs genauer zu erkennen, das Atemvolumen alle '/, Minute abgeles: 
Die Atmung unter CO,-Einwirkung ist eine Zwangsatmung, sie stellt si 
nach dem Anstieg in ein Gleichgewicht ein und verharrt da. Die Entnahi 
der Alveolarluft ist dieselbe wie bei ruhiger Atmung; Puls und Atemfrequc 
werden ebenfalls notiert. Nun folgen noch zwei Proben mit héherer CO 
Einstellung. Zwischen ihnen werden kurze Pausen gemacht, zuletzt en 
nehme ich meist noch einmal bei ruhiger Atmung am Apparat eine Pro! 
Alveolenluft. Nach Beendigung der Untersuchung werden Barometerstan 
und Zimmertemperatur noch einmal abgelesen. 

Meist werden die Atemluftproben gleich anschlieBend untersuchi 
ist es nicht méglich, so bleiben die von Sperrfliissigkeit ganz. freien Samm 
réhrehen bis zur Analyse unter Wasser versenkt. 

Die ganze Untersuchungsreihe habe ich mit dem gleichen Instrume: 
tarium in ganz der gleichen Art und Weise durchgefiihrt, so daB ein Vei 
gleich aller Versuchsergebnisse wohl statthaft ist. Irgendwie unklar 
Ergebnisse wurden zuriickgestellt und die Betreffenden nochmals untei 
sucht. Schiadigungen auch geringer Art habe ich bei den Patienten nicli 
beobachtet, nur eine mit Lungentuberkulose behaftete Zuckerkrank: 
hatte ein paar bése Hustentage danach. 

Die CO,-Luftgemischatmung bringt bis auf seltene Ausnahmen rege! 
maBig ein gewisses Hitzegefiihl im ganzen Kérper mit sich, das allerding- 
sehr verschieden stark ist. Sodann wird sehr oft geschildert, daB ,,da- 


Atmen schwerer gehe‘* oder ,,als wire ein Hindernis‘*. Sehr viel seltener 


ist ein Druck im Hinterkopf oder ein Gefiihl von Kalte im Nacken 
Alle diese Symptome verschwinden nach sehr kurzer Zeit wieder; dagege 
bleibt in einigen Fallen fiir etwa eine Stunde ein Gefiihl des Taumels, 
wie etwa bei leichtem Rausche, zuriick. Im ganzen bin ich mit der 
CO,-Einleitung sehr vorsichtig vorgegangen; Werte des Minutenvolumen 
von tiber 15 Litern, die in der Arbeit von A. Loewy sehr haufig voi 
kommen, habe ich nur selten gehabt. Subjektive Atemnot wurde bi- 
auf einen Fall (sehwere Herzkranke) nie erzeugt. 

Kritik der Methode: Es sind drei Ziele bei meiner Versuchsanordnung 
vorhanden: 

Die Feststellung des Atemvolumens und der Frequenz mittels dei 
Gasuhr, die Gewinnung der Alveolarluft und die Veranderung der In 
spirationsluft durch Beimengung von Kohlensiure. 

Punkt 1 und 3 sind einwandfrei gelést, der von mir benutzte Zunt: 
Geppertsche Apparat arbeitet so leicht, dafS man kaum einen Widerstand 
empfindet, selbst wenn man darauf achtet. Aber auch die Gewinnuny 
der Alveolarluft kann als véllig zureichend angesehen werden; Vergleich: 
mit der Haldaneschen Methode ergaben fast immer gleiche Werte, in einige! 
Fallen lagen meine Werte etwas tiefer, wofiir wohl der gréBere schidliche 
Raum verantwortlich gemacht werden mu8 und Wirbelbewegungen, dic 
da entstehen kénnen. Die Zusatzatmung (nach W. Trendelenburg) bewahrt: 
sich auch ganz gut, die Werte lagen meist noch etwas tiefer als bei meiner 


Methode, dazu besteht der Nachteil, daB man die Versuchsperson der 


CO,-Luftgemischatmung unnétig lange aussetzen muB. Die Pleschsche 
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jethode kommt, da sie die venése Gasspannung angibt, nicht in Betracht, 
nn viele Untersuchungen haben gezeigt, dab die Gasspannungen im 
enenblute die feineren Schwankungen nicht oder doch verspatet und grob 
itmachen. 
Zur Technik der Versuche sind noch einige Einzelheiten anzufiihren: 
iundstiick und Ventile werden durch Aufhingevorrichtung getragen. 
o daB sie keinen Druck oder Zug ausiiben. Mundatmung muB gewahit 
werden trotz der zuweilen auftretenden Schwierigkeiten, da die groiien 
Minutenatemvolumina bei Nasenatmung von vielen Personen nicht geleistet 
werden kénnen. Die angewendeten Ventile entsprechen den von Speck (45) 
angegebenen und von der Zuntzschen Schule stets benutzten ,,Darm- 
ventilen*‘, nur daB an Stelle von Darmen feiner Condomgummi verwendet 
wird; diese Ventile arbeiten schnell und fast widerstandslos und schlieBen 
dabei vollig luftdicht ab. L. Schall (41), deru. a. auch die einzelnen Ventilarten 
kritisch gegeneinander abwagt, fiihrt das so abgeinderte Specksche Vent |! 
unter den am leichtesten arbeitenden an; im iibrigen halt er die méglichste 
Kleinheit des schaidlichen Raumes bei einem Ventil fiir besonders wichtig, 
worauf ich auch geachtet habe. Was die Absaugestelle anbetrifft, so ist 
ein groBer Teil der Forscher der Meinung, da® es sicherer ist, sie jenseits 
des Exspirationsventils anzubringen; meiner Ansicht nach kann man 
diesseits des Ventils, allerdings in dem Teil des schidlichen Raumes, den 
die Exspirationsluft unbedingt passieren muB, genau so sicher absaugen. 
Das Entscheidende ist das Verhaltnis des beim Absaugen zustande gebrachten 
negativen Druckes zur Hohe des positiven Ausatmungsdrucks. Benutzt 
man wie ich die starke Ausatmung nach Haldane-Priestley, so ist 
ein so hoher Ausatmungsdruck vorhanden, da man ruhig ziemlich stark 
absaugen kann, ehe dieser Druck tiberwunden und das Inspirationsventil 
gedffnet wird. Gegen diese Moglichkeit hilft das Absaugen jenseits des 
Exspirationsventils auch nicht. Solange aber das Inspirationsventil fest 
geschlossen ist, beherrscht die Exspirationsluft die Bewegung auch im 
schaidlichen Raum, so daB Mischluft, die sich in dem nach dem Inspirations- 
ventile zu liegenden Teile etwa noch gehalten hat, keine Rolle spielen kann. 


Versuchsergebnisse : 

Untersucht wurden insgesamt tiber 70 Personen; der Versuch 
wurde meist friih 34,8 Uhr begonnen, taglich wurde in der Regel nur 
eine Versuchsreihe durchgefiihrt. Bei Berechnung des Ventilations- 
volumens und der CO,-Spannung in den Alveolen wurden der Barometer- 
stand, die Temperatur und die Wasserdampfspannung beriicksichtigt, 
die Berechnung der alveolaren Ventilation habe ich schon erwiahnt, 
der schidliche Raum wurde dabei als. konstant angenommen. Der 
Begriff ,,Ventilationsquotient als das Verhiltnis von alveolarer Venti- 
lation pro Minute zur alveolaren CO,-Spannung in Millimetern Hg 
wurde nicht eingefiihrt, da der Begriff schon von vielen Forschern im 
Sinne des Quotienten: Respirationsluft /mittlerer Luftgehalt der Lunge 
verwendet wird, wofiir Tigerstedt (49) allerdings den Namen ,, Ventilations- 
gréBe“ angibt. Die prozentuale Steigerung kénnte man wie Lindhard (26) 
festlegen, der die ,,Grundwerte“ in Ventilation und Spannung mit 100 
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bezeichnet, doch eignet sich dieses Verfahren nicht fiir die Betrachtu 
der pathologischen Fille. Es werden die Grundwerte zu sehr betor 
und wir wissen ja, daB sie von den verschiedensten’Umstianden abhang: 
der Einflu8 der Erregbarkeit des Atemzentrums auf sie aber sich: 
gering ist. Deshalb ist es besser, die Ventilationserhéhung selbst, | 
einer bestimmten CO,-Spannungszunahme, in den Vordergrund 7, 
stellen; d. h. wenn man die Versuche graphisch fixieren will, muB man 
auf der einen Achse (Abszisse) die alveolare Ventilation in ihrem 
wirklichen Werte, auf der anderen (Ordinate) in gleicher Weise «i 
CO,-Spannungen eintragen. Je flacher eine Kurve verliuft, d. h. \ 
gréBere Ventilationszunahmen auf eine bestimmte CO,-Spannung: 
zunahme kommen, desto reizbarer ist das Atemzentrum. Diese Ar‘ 
die die Grundwerte selbst nicht mit hereinbezieht, ist von vielen Autore: 
angewendet worden, so besonders von A. Loewy. Ob es richtig ist 
auch ganz groBe Unterschiede der Grundwerte ganz zu vernachlassige:: 
sei dahingestellt ; doch ist der EinfluB auf die Feststellung der Erregba: 
keit des Atemzentrums sicher auch in solchen Fallen nur sehr gering 
Man braucht aber gar keine Kurven, viel einfacher ist es, die Steigerung 
der alveolaren Ventilation bei Anwachsen der CO,-Spannung in den 
Alveolen um 1mm Hg festzustellen und alsVergleichsgréBe zu verwenden 
Diesen Weg haben schon Zuniz und v. Schrétter eingeschlagen, und auc! 
Hasselbalch (13) hat beiden Berechnungenin ,, Ein Beitragzur Respiration. 
physiologie der Graviditat diese Art benutzt. Man erhalt dann als 
MaB der Erregbarkeit des Atemzentrums den Quotienten (v’ — v)/(t' — | 
wobei v die alveolare Ventilation vor Einleitung von CQ, v’ nach Ein 
leitung von CO, ist; ¢ und ¢’ sind die entsprechenden Spannungen, ‘1 
Millimetern Hg ausgedriickt. Man erkennt leicht, daB dieser Quotient ein- 
mal dem cotg des Steigungswinkels der Kurve entspricht, zumanderen abv: 
weiter nichts bedeutet als die Literzunahme an alveolarer Ventilatic: 
bei Anwachsen der CO,-Spannung um 1mm Hg. Man konnte den 
Quotienten wohl ,,respiratorischer Reizbarkeitsquotient fiir CO,’ 
nennen. Diesen Quotienten habe ich in allen Fallen berechnet, «1 
ersetzt die Zeichnung der Kurven villig. 

Von den allgemeinen Versuchsergebnissen ist anzufiihren: Alle Versuch 
personen beantworteten die Zuleitung der CO, mit einer Erhéhung de: 
alveolaren Ventilation, die in der Hauptsache auf einer Vertiefung de 
Atemziige beruht, die Atemfrequenz verhili sich, genau betrachtet, aber 
doch verschieden. Bei der Mehrzahl der Versuchspersonen bleibt sie gleic! 
oder steigt héchstens um zwei Atemziige. In einem kleinen Teile der Fal|: 
steigt sie etwas stiarker (um 3 bis 5 Atemziige). Nur einmal sah ich noc! 
hodheres Ansteigen. Dagegen habe ich bei einem Teil der Basedowkrank« 
gefunden, daB die Frequenz unter der CO,-Luftgemischatmung deutlic! 
etwas sank, auch sonst sah ich es in einem Falle. Alle diese Angaben v« 
stehen sich bis zu einer alveolaren CO,-Spannung von etwa 53mm He. 
die nur selten iiberschritten wurde. 
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Der Puls blieb im ersten Teil der Untersuchung fast stets gleich. Bei 
irkerer CO,-Zufuhr machte sich ein leichtes Abnehmen der Frequenz 
merkbar, das bei dem einen Teile anhielt, bei dem anderen bald durch 

ein Zunehmen der Pulszshl abgelést wurde. 

Im ersten Teil meiner Untersuchungen habe ich normale Versuchs- 
personen und Kranke mit innersekretorischen Stérungen der Priifung 
auf die Reizbarkeit des Atemzentrums unterworfen. Es standen mir 
Malle von Basedow, Myxédem, Hypogenitalismus, Infantilismus, 
\dipositas, Dystrophia adiposogenitalis zur Verfiigung. 

Es zeigten sich groBe Unterschiede. Bei den Basedowkranken 
veniigte geringe Zuleitung von CO,, um starke Erhéhung der alveolaren 
Ventilation zu erreichen; bei den Myxédemkranken dagegen muBte 
man viel gréBere Mengen von CQ, zufiihren, die normalen Versuchs- 
personen ergaben Werte, die dazwischen lagen. Dabei ist auch das Ein- 
stellen auf die neue, erhéhte Ventilation verschieden. Bei den Basedow- 
kranken erreicht die Ventilation ihren héchsten Stand schon, nachdem 
erst 16 bis 20 Liter der CQO,-haltigen Einatmungsluft inspiriert sind 
(d. h. nach etwa 2 bis 21 Minuten), bei den Myxédemkranken steigt 
die Ventilation viel langsamer an, oft zuerst um eine Kleinigkeit héher 
an, als sie sich schlieBlich einstellt. 

Wie die Versuchsprotokolle zeigen, ergeben sich fiir den Reizbarkeits- 
quotienten bei den Basedowkranken Werte, die um und iiber 1 liegen. 
(AuBer Herrn Ru. und Herrn Bo. waren die Patienten keineswegs 
schwere Basedowfille, vielmehr durch die Behandlung schon gebessert.) 
Die Myxédemfille und die in gewissem Sinne verwandten endokrinen 
Fille (Hypogenitalismus usw.) zeigen einen Quotienten von 0,2. bis 
0,4; das Myxédem hat dabei die niedrigsten Werte. Bei den Myxiédem- 
kranken konnte in einigen Fallen die Wirkung lang dauernder Thyreoidin- 
medikation, die klinisch ganz klarliegende Besserung gebracht hatte, 
durch eine deutliche Erhéhung der Reizbarkeit des Atemzentrums 
demonstriert werden. Doch trat bei Aussetzen der Behandlung ziemlich 
rasch wieder Verschlechterung ein. Bei einem Basedowfall (s. Protokoll) 
habe ich nach dem Versuche 0,02 Morph. hydrochl. subkutan gegeben ; 
es zeigte sich bei der 20 Minuten spiter wiederholten Priifung deutlich 
das Absinken der Erregbarkeit; der Quotient fiel von etwa 1,05 auf 
etwa 0,45. 

Nach der Feststellung dieser Unterschiede in der Erregbarkeit 
des Atemzentrums bei den endokrinen Erkrankungen ergab sich die 
Frage, ob normale Versuchspersonen oder andere pathologische Falle 
gleiche Werte zeigen kénnen. Die normalen Versuchspersonen, die 
meist poliklinische Patienten oder Rekonvaleszenten waren, haben in 
allen Fallen Quotientenwerte ergeben, die zwischen 0,4 und 0,9 lagen 
(meist dem oberen Werte niher), d. h. bei normalen Versuchspersonen 





86 H. Bernhardt : 


nimmt die alveolare Ventilation bei Steigerung der alveolaren CO 
Spannung um 1 mm Hg um 0,4 bis 0,9 Liter zu. Dabei kann man se} 
oft beobachten, dafi der Wert nach der Seite zu liegt, nach der d 
ganze ,,endokrine Einstellung der Person neigt, so bekam ich z. B. b 


meinem Bruder, der sich mir bei einigen Versuchsreihen in lieber Weis 
als Versuchsperson zur Verfiigung stellte, den Mittelwert 0,86, als: 
einen ziemlich hohen Wert, und tatsichlich ist es mir schon imme) 
bekannt, daB bei ihm einige hyperthyreoide Symptome leicht an 
gedeutet sind. 

Der zweite Teil der Arbeit galt der Nachforschung, ob ander 
pathologische Zustiinde ‘auch solche Anderungen der Reizbarkeit mi’ 
sich bringen. 


Da kamen besonders diejenigen Fille in Betracht, bei denen die bis 
herigen Untersuchungen eine herabgesetzte CO,-Spannung in den Alveolen 
ergeben haben [erforscht u. a. besonders durch Porges (24, 35, 36) und seine 
Mitarbeiter durch Bestimmungen der Venenblutgasspannungen nach Plesch |. 
Die Angabe Lindhards (26): ,,That the excitability of the respiratory centre is 
governed by the oxygen tension present‘. konnte aus Mangel an einer 
entsprechenden Apparatur nicht nachgepriift werden. In der Hauptsach« 
waren es Fille von schwerer kardialer Dyspnoe und Diabetiker, die zur 
Verfiigung standen. An sich geben Herzfehlerkranke, selbst wenn sie leicht 
dekompensiert sind, im Bereich des Normalen liegende Werte, hier handelte 
es sich um schwer dyspnoeische Fille. Die Untersuchung solcher Patienten 
ist recht schwierig und hat aus naheliegenden Griinden groBe Fehlerméglich- 
keiten. Die hohe Atemfrequenz und das in der Ruhe schon sehr groBe Total- 
atemvolumen erschweren die Untersuchung. Die Atmung am Apparat 
wurde nicht lastig gefunden, einmal sogar beruhigend genannt. Man kann 
nur ganz kleine Dosen CO, einleiten, da man sonst zu leicht an die Grenze 
der mechanischen Atmungsleistung kommt, die bei diesen Patienten mit 
Odemen und Hydrops nicht hoch liegt. Eigenartig ist das Verhalten der 
Atemfrequenz, bei einem dieser Fille stieg sie von 22 auf 36, bei einem 
anderen sank sie unter der CO,-Luftgemischatmung etwas ab. Bei den 
wenigen Patienten, die ich bisher zur Untersuchung bekommen konnte, 
stellte ich hohe Werte fiir den Quotienten fest. Doch kann man aus 
den Untersuchurgen noch keinen SchluB ziehen, zumal die Vorginge bei 
der kardialen Dyspnoe sehr kompliziert sind und mechanische Momente 
sicher eine groBe Rolle spielen. Erwiahnen mochte ich noch, da man 
bei verschiedenen Autoren [z. B. R. Reinhardt (37)]| die Tatsache angefiihrt 
findet, da’ CO,-Zufuhr von dyspnoeischen Herzkranken nur in geringem 
MaBe ertragen wird. Das konnte ich in meinen Fallen bestatigen. Um 
die Erregbarkeit des Atemzentrums zu erforschen, mu man sich in dem 
schmalen Gebiet halten, in dem die CO,-Zufuhr noch gerade ertrsgen wird. 


Bei den Diabetesfillen konnte ich, besonders dadurch, da ich die 
KKranken langere Zeit genau verfolgte und 6fter die Untersuchungen wieder- 
holte, zu einem klaren Ergebnis kommen. An sich geben die Diabetiker 
einen normalen Quotientenwert. Nur dann, wenn die Azidosis stark 
wird und ihre véllige und dauernde Kompensation in Frage gestellt ist, 
kommt der Kranke in einen Zustand, wo er auf die Einleitung von CO, 
wechselnd reagiert. Treten die Anzeichen des prikomatésen Zustandes 
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xr gar des Coma diabeticum auf, so geben die Kranken bei den Unter- 
hungen meist einen Befund, wie man ihn bei starker Erregbarkeit des 
emzentrums findet, d. h. der Quotientenwert liegt hoch. Dabei konnte 
in einem Falle feststellen, da dieses Ansteigen des Quotienten zu 
einer Zeit erfolgte, wo die py-Bestimmung im Venenblut (nach Hasselbalch- 
\/ichaelis) einen Wert ergab, der an der unteren Grenze des Normalen lag. 
\\lerdings verschlechterte sich der Zustand bald darauf. Vielleicht tritt die 
,Vekompensation™ der Azidosis nicht tiberall im K6rper gleichzeitig auf 
hnlich wie bei der zentrogenen Azidosis Wintersteins (51, 5)]. Das MaB, bis 
zi dem die alveolare CO,-Spannung sinken kann, um die Azidosis zu kompen 
sieren, ist individuell verschieden, und damit hangt es wohl auch zusammen 
(auBer den wechselnden Bedingungen der iibrigen Regulatoren), daB bei 
manechen Patienten die Dekompeusation der Azidosis verhiltnismaBig 
leicht eintritt. Zu den zuerst auftretenden Dekompensationserscheinungen 
muB man die Anderung des Reizbarkeitsquotienten rechnen. Auf mittlere 
Dosen Natrium bicarbonicum (oder besser Gemische von Na , K-, Ca-Salzen) 
oder eine entsprechende Diit zeigt der Reizbarkeitsquotient soweit es sich 
um noch reagierende, minderschwere Fialle handelt, wieder den normalen 
Wert, das ist charakteristisch fiir diesen Zustand, im Gegensatz z. B. zu 
der erhéhten Erregbarkeit des Atemzentrums beim Basedow. 

Man mu8 also bei Diabetikern vorsichtig sein, wenn es sich darum 
handelt, die Erregbarkeit des Atemzentrums zu bestimmen; erst derjenige 
Wert, der sich auf mittlere Dosen Natrium bicarbonicum nicht iindert, ist 
eindeutig. Sehr groBe Dosen Natr. bicarb. sind, da sie Verhiltnisse schaffen, 
die noch nicht geniigend geklart sind, bei dieser Probe zu meiden. Bei Zu- 
sammentreffen von Basedow und Diabetes wird die Sachlage schwieriger. 
ein solcher Fall lag mir noch nicht vor. Eine genaue Besprechung dieses 
Befundes be! der diabetischen Azidosis muB leider aus Riicksicht auf die 
Linge der Arbeit unterbleiben, vielleicht haben auBer der bloBen Anderung 
der H-I[onenkonzentration die groBen Verschiebungen im Mineralhaushalt des 
Kérpers, die sich bei der schweren Azidosis einstellen, eine Bedeutung dabei. 

Ein Fall von chronischee Uraimie (Rest-N im Serum 138,5 mg) bot 
einen hohen, aber ins Bereich des Normalen fallenden Wert. 


Besser in bezug auf die zur Verfiigung stehenden Faille war ich 
bei Lésung des dritten Teiles meiner Arbeit daran. Hier handelt es 
sich um die Frage der Erregbarkeit des Atemzentrums wihrend der 
Schwangerschaft, Geburt und Wochenbett. Hierzu legen schon Er- 
gebnisse aus der Hasselbalchschen Schule vor (12, 13, 14). Ich habe bisher 
15 Schwangere untersucht und 10 davon auch nach der Geburt weiter 
verfolgen kénnen. Es wurde bei ihnen die gleiche Methode durchgefiihrt. 
und zwar, um ganz sicher zu gehen, mehrmals niichtern in der Zeit vor 
der Geburt. Dann wurde die Untersuchung am vierten oder fiinften 
Tage nach der Geburt und noch zwei- bis viermal spiter vorgenommen. 

Die Ergebnisse, die ich erhielt, waren durchaus eindeutig. Es 
fand sich stets eine gegeniiber dem Wochenbett erhéhte Erregbarkeit 
des Atemzentrums. Was den absoluten Wert des Erregbarkeits- 
quotienten anbetrifft, so kann man keinen fixierten Wert angeben, 
es béesteht stets aber eine Erhéhung gegeniiber dem Werte, den man 
im spiiteren Puerperium erhilt. Bei meinen Versuchen konnte ich die 
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wihrend der Schwangerschaft herabgesetzte alveolare CO,-Spannu: 
bestitigen, die schon von vieler Seite angegeben worden ist. Au 
die von einzelnen Autoren erwihnte hohe Atemfrequenz der Puerpera 
fand ich bei einem Teil der Fille; die daraus sich ergebenden kleine: 
Atemziige erschweren die Untersuchung etwas; ganz deutlich war di 
Bradykardie der Wéchnerinnen bei normalem Verlauf des Puerperiums 

Der Ubergang der erhéhten Erregbarkeit zu den normalen Ve: 
haltnissen setzt natiirlich keineswegs schlagartig ein. Innerhalb seh: 
kurzer Zeit scheint sich dagegen die alveolare CO,-Spannung zu hebei 
und die alveolare Ventilation abzunehmen. Die erhéhte Erregbarkei' 
vermindert sich erst im Verlauf von Tagen, ja in einem Teil der Fille 
gelang es mir zu zeigen, daB sie in den ersten 3 bis 5 Tagen nach de: 
Geburt noch vollig bestehen bleibt, unter Umstinden sogar noch etwas 
steigt und dann erst langsam absinkt. Wichtig ist besonders fest 
zustellen, daB die Erhéhung der alveolaren CO,-Spannung nicht mit 
der Anderung der Erregbarkeit zusammenfiallt. Hasselbalch (13) hat bei 
dem von ihm 1912 veréffentlichten Fall vor der Geburt einen Wert 
fiir den Erregbarkeitsquotienten von 1,8 gefunden, der nach der Geburt 
auf 0,9 sank. Wenn auch seine Versuchsanordnung in vielen, aucli 
wichtigen Punkten von der meinen erheblich abweicht, so muB doch 
ein gewisser Vergleich méglich sein. 0,9 liegt an der oberen Grenze 
der normalen Werte und dementsprechend ist auch 1,8 ein hoher Wert. 
In einem Falle iiberstieg bei mir der Quotient auch den Wert 1,7, so 
daB Hasselbalchs Fall ohne weiteres meinen Resultaten beigeordnet 
werden kénnte. Er zeigt auch, daB meist in der Schwangerschaft ein 
um so hoherer Wert fiir den Quotienten sich ergibt, je héher der normale 
Wert liegt. Natiirlich handelt es sich aber keineswegs um parallele 
Verschiebung; der Grad der Erhéhung ist individuell verschieden 
Ebenso wie die Untersuchungen von Hasselbalch unter anderem ergaben 
daB die Erniedrigung der alveolaren CO,-Spannung schon im zweiten 
bis dritten Schwangerschaftsmonat einwandfrei nachzuweisen ist, er 
gaben meine Untersuchungen an Schwangeren der ersten Monate, dal; 
schon deutlich eine Erregbarkeitssteigerung vorliegt. Leider ist es 
schwierig, Versuchspersonen zu diesem Punkte zu bekommen; ich 
verfiige zurzeit iiber fiinf Fille, alles sonst normale Frauen. Vier davon 
zeigten eine erhéhte Erregbarkeit des Atemzentrums, eine junge Frau, 
die gemaB der gyniikologischen Diagnose im dritten Monat stehen 
sollte, dagegen nicht. Sie bot einen Quotientenwert von 0,54. Bei 
der weiteren Verfolgung dieses Falles ergab sich nun interessanterweise. 
da® die Frau nach ‘ihrer Anamnese (Menses usw.) schon im fiinften 
bis sechsten Monat stehen miisse. Auf meine Veranlassung kam es 
nochmals zur gynikologischen Untersuchung, das Resultat war dic 
Feststellung einer Blasenmole. Dieser Fall hat mir gezeigt, daB unter 
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( mstanden die Feststellung der Erregbarkeit des Atemzentrums auch 
diagnostischen Wert besitzt, was ja sicher auch in bezug auf die endo- 
krinen Stérungen gilt. 


Die Frage nach der Erregbarkeit des Atemzentrums spielt cine 
vroBe Rolle in der Physiologie der Atmungsregulation. Sie hat von 
den einzelnen Bearbeitern eine sehr verschiedene Beachtung gefunden. 

Als die von verschiedenster Seite durchgefiihrten Untersuchungen 
iiber die chemische Atmungsregulation durch die von Winterstein (51) auf- 
vestellte und von Porges (36) und seinen Mitarbeitern fast gleichzeitig 
vertretene ,,Reaktionstheorie** (Hasselbalch nennt sie in seinen Schriften 
stets ,, Neutralititstheorie’) in gewissem Sinne ihren AbschluB gefunden 
hatten, war es Hasselbalch, der 1912 den Faktor der Erregbarkeit des 
Atemzentrums betonte (12). Doch ein groBer Teil der Autoren verhielt 
sich ablehnend. Besonders Porges (34) griff die Versuche Lindhards, aut 
die sich Hasselbalch in erster Linie gestiitzt hatte, an und suchte durch 
eigene Kontrolluntersuchungen zu zeigen, daf man mit der Lindhard- 
schen Methode iiberhaupt nichts iiber die Erregbarkeit des Atem- 
zentrums ermitteln kénne (niheres diese Zeitschr. 54, 1913). Hasselbalch 
selbst anderte seinen Standpunkt. In seiner Arbeit: .,Neutralitats- 
regulation des graviden Organismus* (1914) (14) tritt die Erregbarkeit 
des Atemzentrums stark zuriick, spiter allerdings betont er sie wieder 
etwas mehr. Er wiirdigt in seinen Arbeiten die Bedeutung der Erreg- 
barkeit des Atemzentrums eingehender und genauer als irgend ein 
Autor. Wegen der Darlegung der Stellung der Erregbarkeit des Atem- 
zentrums in der Physiologie der Atmungsregulation kann ich daher 
auf die Hasselbalchschen1) Arbeiten verweisen. 

Nur einen Punkt will ich noch hervorheben: Die Beziehung zwischen 
der H-lonenkonzentration des Blutes und der Erregbarkeit des Atem- 
zentrums. In der schon erwihnten Arbeit aus dem Jahre 1914 formuliert 
Hasselbalch (S. 240): ,,Wenn man Versuchsfehler ausschlieBen diirfte, 
sollte ja der Theorie nach der p, des Blutes bei alveolarer CO,-Spannung 
(was Hasselbalch spiiter regulierte Wasserstoffzahl nennt) ein direktes MaB 
fiir die Erregbarkeit des Zentrums sein; bei hohem py groBe Erregbarkeit, 
bei kleinem py geringe Erregbarkeit‘*. Nun findet er aber wahrend und nach 
der Schwangerschaft im Mittel die gleiche Wasserstoffzahl, und damit 
entfallt fiir ihn der Grund, die Erregbarkeit des Atemzentrums weiterhin 
zu betonen. Er bezieht sich ganz auf die Reaktionstheorie. Michaelis (32) 
dagegen hat einen durchschnittlich 10°, niedrigeren Wert als normal fir 
die H-Ionenkonzentration bei Schwangeren gefunden, was also mit der 
Erhéhung der Erregbarkeit des Atemzentrums sehr gut vereinbar ist Bei 


1) Auch die Arbeiten Wintersteins |s. Literaturangabe (51)] mtissen hier 
erwahnt werden; leider mu ich darauf verzichten, die bisherige Stellung- 
nahme der einzelnen Autoren zur Frage der Erregbarkeit des Atemzentrums 
anzufiihren. 
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dem Diabetes wurde von vielen Autoren [unter anderen Roliy (40 
Benedict (2)| normale oder gesteigerte H-lonenkonzentration festgestell 

Um den Kernpunkt am Beispiel der Schwangerschaft herauszuschiile: 
muB man als strikter Anhanger der Reaktionstheorie, wie z. B. Porg 
dabei eine erhédhte H-lonenkonzentration fordern; wiirde sie tatsachli 
einwandfrei nachgewiesen, so wiirde damit die Frage nach der erhdhte: 
lrregbarkeit des Atemzentrums mehr oder weniger tiberfliissig sein. Bishe 
hat sich aber stets normale oder gar verminderte H-Ionenkonzentratio: 
herausgestellt, und daher ist der Faktor der Erregbarkeit des Atemzentrum 
sehr wohl zu _ beachten. 

Ich bin bei meinen Untersuchungen im ganzen von der Annahni 
einer konstanten H-Ionenkonzentration ausgegangen, die ja auch nach 
den Untersuchungen der letzten Jahre sehr wahrscheinlich ist. Dabei 
muB man sich aber, trotz der groBen Fortschritte auf dem Gebiete der 
H-lonenkonzentrationsfeststellung, immer der Grenzen der Genauigkeit 
bewuBt sein. Sehr kleine Abweichungen in der Reaktion des Blutes 
werden darum immer in den Bereich der Fehlerméglichkeit fallen. 
Die Forderung Hasselbalchs, bei erhéhter Erregbarkeit des Atem- 
zentrums stets eine herabgesetzte regulierte Wasserstoffzahl zu haben, 
ist ganz leicht verstindlich. Es ist sicher, daB, wenn sich bei einem 
Individuum nur die Erregbarkeit des Atemzentrums erhdéht, sonst 
alles gleich bleibt, das Sinken der regulierten Wasserstoffzahl die Folge 
ist, es kommt ja zu einer Steigerung der Lungenventilation und die 
Kohlensiurespannung sinkt. Auf der anderen Seite tritt aber bald 
das Bestreben auf, die Wasserstoffzahl méglichst konstant zu halten; 
das erkennt man daran, daf die erhéhte Atemtatigkeit bestehen bleibt, 
die ja, wenn die Wasserstoffzahl tatsichlich so weit sinken wiirde, 
da die Erhéhung der Erregbarkeit des Atemzentrums ,,ausgeglichen“ 
wire, zuriickgehen miiBte. Dabei muff man allerdings den Faktor 
der sich immer wieder bildenden Kohlensiure beachten, die in erhéhtem 
Mabe aus dem Blute entfernt werden mu und daher eine gewisse 
erhéhte Atemtiatigkeit bedingt. Genau theoretisch bleibt auch im 
weiteren Verlauf die regulierte Wasserstoffzahl etwas unter der erst 
vorhandenen Gr6éBe; dieser Unterschied kann aber so gering sein, 
daB er sich der Feststellung entzieht. 

Die Arbeiten der letzten Jahre [z. B. von F. Rohrer (38)] iiber die 
Regulation der Atmung bieten in bezug auf die chemische Regulation 
und die Erregbarkeit des Atemzentrums nichts Neues. 

Dagegen findet man eine andere Methode der Bestimmung der Erreg- 
barkeit des Atemzentrums in der neueren Literatur, und zwar in der von mir 
schon angegebenen Arbeit von M. Yamada (1918) (52). Dieser Autor priift 
die Haldane-Henderson sche Methode, die er durch Einfiihrung von Ventilen 
verbessert. AnschlieBend gibt er eine Erregbarkeitsbestimmungsmethode 
an. Nihere Angabe eriibrigt sich, da die Arbeit leicht zugiinglich ist (diese 
Zeitschr. 89). Interessant ist, daB der Autor bei CO,-O,-Gemischatmung eine 
starkere Steigerung der relativen Geschwindigkeit der alveolaren Ventilation 
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findet als bei CO,-Luftgemischatmung. Auch wurde die 3 proz. CO,-O,- 
\iischung besser vertragen als die CO,-Luftmischung. Er schlieBt daraus, 
} die Gegenwart des Sauerstoffs die Erregbarkeit des Atemzentrums 
she bzw. erhalte, und verhindere, daf die CO, schadigend auf das Atem- 
ntrum wirke. Diese Ergebnisse widersprechen den Resultaten Lindhards. 

Finfachere Methoden findet man im Gebiet der pharmakologischen 
Forschung in bezug auf die Narkoticis. Hier spielt die Bestimmung der 
regbarkeit des Atemzentrums eine groBe Rolle, und von hier aus sind 
‘h immer einmal Bedenken geiuBert worden gegen die voéllige Aus- 
<-haltung des Faktors der Erregbarkeit des Atemzentrums. Ich kann 
lieses Gebiet nur streifen. Es tberwiegen hier Tierexperimente, wo man 
die alte Zuntz-Cohnsteinsche Methode (5) unverandert anwendet. Bei den 
(ntersuchungen am Menschen begniigt man sich allgemein damit, die 
alveolare CO,-Spannung vor und nach Einverleibung des Mittels zu be- 
stimmen. Da es sich hier um Verhiltnisse handelt, die nur kurze Zeit, 
einige Stunden, umfassen, kann man die Konstanz der tibrigen Faktoren 
ja annehmen und die Anderung der CO,-Spannung mit Anderungen der 
Erregbarkeit des Atemzentrums in Zusammenhang bringen. Bei Um- 
stinden, wo die Méglichkeit besteht, da®B Stoffwechselinderungen mit 
im Spiele sind, ist auf die Feststellung der CO,-Spannung allein kein Ge 
wicht zu legen, da sie durchaus keine konstante ist, sondern dauernd 
regulierend schwankt (8). Ich erinnere nur an die kurz nach einer Mahizeit 
nachweisbare deutliche Steigerung der CO,-Spannung, die leicht dadureh 
erklart ist, da der Chlorgehalt des Blutes zu dieser Zeit sinkt und die CO, 
kompensatorisch eintritt, um die Konstanz der Blutreaktion zu wahren. 

Im Vordergrunde stehen die Opiumpraparate, besonders das Morphin. 
Fingehend haben Straub (46), Beckmann (3), Jenny (19) u. a. in den letzten 
Jahren die lihmende Wirkung dieser Stoffe auf das Atemzentrum demon- 
striert. — Ferner liegen von den gleichen Forschern Versuche tiber die 
erregende Wirkung des Kampfers vor. Interessant sind die Befunde Jennys 
beim Alkohol (sechwerer Rotwein), wo sich zuerst im Exzitationsstadium, 
eine groBe Erregung des Atemzentrums, in spiteren Stunden eine gewisse 
Lahmung zeigte. Sehr hiufig mu man sich hier huten, die Begriffe Er- 
regung und Erregbarkeitserhéhung zu verwechseln'). 

Erwithnen méchte ich noch besonders die Ergebnisse Beckmanns, 
der die Wirkung psychischer Einfliisse auf die alveolare CO,-Spannung 
untersuchte. Er fand bei stiirkeren psychischen Erregungen regel- 
maiBig ein Absinken der CO,-Spannung, allerdings in einem individuell 
sehr verschieden starken Mabe. 

Meine Untersuchungen zeigen, da’ die Erregbarkeit des Atem- 
zentrums doch ein Faktor ist, mit dem gerechnet werden muB. Sicher 
ist, daB die Anderungen der CO,-Spannung der Alveolenluft, die durch 
bloBe Anderung der Erregbarkeit des Atementrums erzielt werden, 
nicht groB sind; Hasselbalch hat auf Grund theoretischer Erwagungen 
(in seiner Arbeit von 1912) dasselbe geschlossen. Ich fube auf den 
Versuchen an den Wochnerinnen, wo nach AbschluB der Schwanger- 


1) Indem Werke: ,,Die experimentelle Pharmakologie’ von Meyer und 
Gottlieb (6. Aufl. 1922) wird die von Cohnstein-Zuntz angegebene, von A. Loewy 
auf den Menschen angewendete Methode eingehend besprochen (S. 380). 
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schaftsazidosis die Anderung der CO,-Spannung, die durch die blo! 
Abnahme der Erregbarkeit des Atemzentrums erfolgt, gering ist. 

An dieser Stelle méchte ich noch einige Versuchsergebnisse a) 
fiihren, die ich an normalen Versuchspersonen und Schwangeren « 
hielt: Die normale Ernihrung hat keinen EinfluB auf die Erregbarkei' 
ich erhielt von den Personen, auch wenn sie nicht niichtern ware: 
nur sonst alle Versuchsbedingungen erfiillt waren, dieselben Quotienten 
werte. Auch die Stellung des Patienten hat keinen Einflu® auf di 
Erregbarkeit, nur dauert es beim Sitzen meist viel langer, ehe wirklic! 
ruhige Atmung eintritt. 

Dann habe ich an Schwangeren in zwei Fallen die Wirkung voi 
mittleren Dosen von Natrium bicarbonicum untersucht. 2 bzw. 3 Tag: 
erhielten die Versuchspersonen pro Tag 25 bis 35g Natrium bicar- 
bonicum. In beiden Fallen erhielt ich zwar ein Steigen der C O,-Spannung 
in der Alveolenluft, aber die Erregbarkeit blieb unveraindert, in einem 
Falle stieg sie sogar etwas, was aber wohl mit der nahen Geburt zu- 
sammenhing. 

Viele noch offene Fragen der Atmungsregulationsphysiologie be- 
diirfen noch weiterer Forschung; sicher ist, daf die Reaktionstheori 
allen Tatsachen nicht gerecht werden kann. Vielleicht kénnen meine 
Ergebnisse ein wenig zur Klarung beitragen. 


Hauptergebnisse der Arbeit. 

1. In der von Zuntz und Cohnstein angegebenen, von A. Loewy 
vervollkommneten Methode besitzen wir ein Mittel, die Erregbarkeit 
des Atemzentrums zu erforschen. Dabei miissen die von A. Loewy 
festgelegten Kriterien streng beachtet werden und die alveolare CO, 
Spannung und alveolare Ventilation, nicht die Werte der Totalatmung 
herangezogen werden. 

Besteht in pathologischen Fallen eine einwandfrei nachgewiesen: 
Erhéhung der H-Ionenkonzentration, so hat die Feststellung erhéhte: 
Erregbarkeit des Atemzentrums mittels dieser Methode nur sehr be- 
dingten Wert. Genau so ist es mit der Feststellung erniedrigter Kr- 
regbarkeit, wenn es sich ergibt, da die H-lonenkonzentration im 
Blute herabgesetzt ist. 

2. Die Erregbarkeit des Atemzentrums ist fiir jede Person unte1 
normalen Verhiltnissen eine Konstante, dagegen ergeben sich auch 
fiir normale Personen erhebliche Unterschiede. Die normale Ernahrung, 
die Haltung der Person wihrend des Versuchs haben keinen Einflul 
auf die Erregbarkeit. 

3. Dagegen hat die endokrine ,,Einstellung* erheblichen Einflut. 
Basedowkranke zeigen erhéhte Erregbarkeit des Atemzentrums: 
Myxédemkranke, Fille von Infantilismus, Hypogenitalismus, Dystrophia 
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i liposogenitalis zeigen herabgesetzte Erregbarkeit. Die Myxédem- 
,ranken haben die niedrigsten Werte, auf Thyreoidinmedikation andert 
sich die Brregbarkeit und wird normal. 

4. Die Frage der Erregbarkeit des Atemzentrums bei Fallen von 
\zidosis wurde an Diabetikern studiert. Solange die Azidosis kom- 
pensiert ist, zeigen die Patienten normale Quotientenwerte. Kommt 
es zur Dekompensation, die individuell verschieden leicht eintritt, 
hesonders auch wohl, weil das kompensierende Sinken der C O,-Spannung 
in den Alveolen verschieden weit méglich ist, so kommt es zuniichst 
zu einem Stadium, wo man mit der Erregbarkeitsbestimmung zu in 
yvewissem Ausmafs wechselnden Resultaten kommt; bei fortschreitender 
Dekompensation erhalt man hohe Quotientenwerte. Dieser Vorgang 
scheint sich einzustellen, ehe noch im Blute die Dekompensation der 
Azidosis durch Bestimmung einer erhéhten H-lonenkonzentration fest- 
stellbar ist, er hat als Anzeichen schwerer Gefahr zu gelten. Auf mittlere 
Dosen von Alkalien (am besten Gemische von Na-, K-, Ca-Salzen) 
oder entsprechende Diit (z. B. Haferkur) erreicht man bei den noch 
reagierenden Fallen meist bald vollstiindige Kompensation der Azidosis 
und erhalt dann wieder die urspriinglichen normalen Quotientenwerte. 

Kinige mit schwerer kardialer Dyspnoe behaftete Herzfehler- 
kranke zeigten hohe Quotientenwerte. 

5. In der Schwangerschaft (wohl schon von den ersten Monaten 
an) und in den ersten Tagen des Wochenbetts besteht eine gesteigerte 
Erregbarkeit des Atemzentrums. Wahrend die ,,Sechwangerschafts- 
‘ nach der Geburt ziemlich rasch ihr Ende findet, geht das 
Abklingen der gesteigerten Erregbarkeit langsam vor sich. Hier kann 
man den EinfluB8 der reinen Erregbarkeitsiinderung studieren. — In 
vielen Fallen steigt die Erregbarkeit kurz vor der Geburt noch deutlich 
etwas an, so daB man hieraus Schliisse auf den Eintritt der Geburt 


azidosis‘ 


ziehen kann. Manchmal ist in den ersten Wochenbettagen sehr hohe 
Erregbarkeit vorhanden. — In einem Falle von Blasenmole, die der 
gynikologischen Diagnose entgangen war, ergab sich keine erhdhte 
Erregbarkeit des Atemzentrums, was zur Klarung des Falles fiihrte. 

6. Die bekannte Wirkung des Morphiums, die Erregbarkeit des 
Atemzentrums herabzusetzen, konnte demonstriert werden. Mittlere 
Dosen von Natrium bicarbonicum (25 bis 35g pro Tag, 2 bis 3 Tage 
genommen) zeigten bei normalen Schwangeren keine Wirkung auf die 
EKrregbarkeit des Atemzentrums. 

7. Die Reaktionstheorie ‘Winterstein) wird durch die Betonung 
der Erregbarkeit des Atemzentrums etwas eingeschriinkt, ihre tber- 
ragende Bedeutung aber keineswegs geschmiilert. Die Einwirkung der 
Erregbarkeitsiinderung auf die CO,-Spannung in der Alveolenluft ist 
im allgemeinen nicht grof. 
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Kurze Versuchsprotokolle. 
(Auszug.) 

Jede Zusammenstellung entspricht einer Versuchsreihe; es sind 
gegeben: Atmungsfrequenz pro Minute; alveolare CO,-Spannung in M 
metern Hg; alveolare Ventilation (in Litern); dann die Zunahme der alveolar: 
Ventilation in Litern und die Erhéhung der alveolaren CO,-Spannun, 
in Millimetern Hg bei Einleitung von CO,; zuletzt der Erregbarkeitsquoti: 
uv’ —Yv 4 5 Geek : : ‘doo 
(" i d. h. die Zunahme der alveolaren Ventilation in Litern bei ein: 

/ — 
Steigerung der alveolaren CO,-Spannung um | mm Hg. 





Atmungs- Swe CO, Alv. Vent. v'—v v—t v’—r 
frequenz sees ji 
mm Hg Liter Liter mm Hg 


l. Frau U.; 65,1 kg, niichtern; Basedow. 





21 36,72 4,28 - 

17,5 40,72 8,16 3,88 4,0 0,97 

17 41,40 8,96 4,68 4,68 1,0 

17 44,06 11,76 7,48 7,34 1,02 
2. Fraulein Mo.; 59,9 kg, niichtern; Basedow. 

20 38,4 4,95 ~ — 

19 40,92 7,24 2,29 2,52 0,91 

17 43,4 9,62 4,67 5,00 0,92 

16 45,16 12,26 7,31 6,76 1,08 P 
3a. Herr Ru.; 52,7 kg, niichtern; Basedow. 

17,5 35,05 5,9 

17,5 39,40 10,08 4,18 4,35 0,96 

17 40,3 10,99 5,09 5,25 0,97 

17 42,2 13,1 1,2 7,15 1,0 
3b. Herr Ru.; niichtern, einige Tage spiiter Si 

(klinisch: leichte Verschlechterung). 

17 34,9 5,72 - 

16,5 39,8 10,5 4,78 4,9 0,976 

16 42,1 13,08 7,36 7,2 1,02 


Im AnschluB an diese Untersuchung bekam Patient subkutan 0,02 


Morph. hydrochl. 


20 Minuten spiater folgendes Versuchsergebnis: 


16 37,0 4,88 - 
15,5 44,25 8,04 3,16 7,25 0,436 
15 45,65 8,7 3,82 8,65 0,44 


Weitere Untersuchungen waren wegen starker Nausea und Erbrechen 


(etwa 40 Minuten nach der Spritze) nicht médglich. 


4. Fri. Franzk; 66,2 kg, niichtern; Myxédem und Schizophrenie. 


18 38,3 2,34 - - — 

18,5 45,55 5,08 2,74 7,25 0,378 

18,5 53,22 7,38 5,04 - 14,92 0,338 
Die Patientin stand schon, als diese Untersuchung durchgefiihrt 
wurde, einige Tage unter Schilddriisenbehandlung; diese wurde fort- 


gesetzt 


(Thyreoidin). 
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Alv. C Ous 


Atmungss Cite : Alv. Vent. v’'—t t'—t r’—v 
frequenz Pg es 
mm Hg Liter Liter mm hg 
nd 
1M Etwa 3 Wochen spiter bot die Patientin folgendes Versuchsergebnis: 
polar: 59,9 kg, niichtern. 
wmnuny 18 36,5 2,94 
1otier | 18,5 39,5 4,78 1,84 3,0 0,61 
eo 19 41,7 6,32 3,38 5,2 0,65 
‘a 19 14,3 7,73 4,78 7.8 0,61 
5. Frau Gr.; Myxédem; 65,3 kg, niichtern. 
17 38.85 2.71 
18 43,4 4,24 1,53 5,55 0,276 
19 51,73 6,02 3,31 12,88 0,257 
19 59,5 7,92 6,21 20,65 0,252 
6. Herr Schnei. ; 78,7 kg, niichtern; 15 Jahre, Dystrophia adiposogenitalis. 
13 40.3 3,38 
13,5 47,0 5,91 2.53 6,7 0,377 
14 50,1 7,14 3,76 9,8 O,385 
7. Herr Bo.; 79,4 kg, niichtern; Myx6dem. 
12,5 38,48 4.05 
13 41,49 5,63 1,58 3,01 0,52 
13 45.44 8,02 3,97 6,96 0,57 
14 47,52 8,94 4,89 9,04 0,54 
Patient steht schon seit langer Zeit (viele Monate) in Schilddriisenbehandlung. 
8. Frau Tr.; 126,1 kg, niichtern; endokrine Fettsucht. 
17 40,57 3,56 
17,5 49,84 6,5 2,94 9,27 O,317 
17,5 52,4 797 3.71 11,83 0,314 
9. Herr Krii.; 46,3 kg, niichtern; polyglandulire Insuffizienz (be- 
sonders der Hypophyse). 
13 39,25 3.18 
13,5 45,0 4,93 1,75 5,75 0,32 
13 51,63 7,29 4,11 12,38 0,33 
13 54,37 8,18 5,00 15,12 0,33 
0,02 10. Herr Schu.; 15 Jahre; 27,3 kg, niichtern; Infantilismus. 
17 38,87 2,04 
16 45,56 4,07 2,03 6,69 0,3 
17 47,7 4,79 2,75 8,83 0,31 
1s 51,32 6,05 4.01 12,45 0,32 
ll. Frau Me.; 32 Jahre; 78,0, niichtern; endokrine Fettsucht (Hypo- 
venitalismus). 
chen 8 " fea. : 
19 36.6 3,12 
19 41,1 4,52 1.4 15 0,31 
20 44,2 5.51 2,39 7.6 0.314 
21 47,62 6.63 3,51 11,02 0,32 
12. Herr Be.; normale Versuchsperson, 22 Jahre; 60,0 kg, niichtern 
16 39,75 3,68 
iihrt 17 42,5 5,96 2.28 2,75 0,83 
fort- 18 46,11 9,04 5,36 6,36 0,84 
18 7,3 10,10 6,42 7,55 0,85 
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Atmungs: 
frequenz 


Alv. C¢ Jos 
Spannung 


Alv. Vent. v'—v 


i'—t 
v—t 


mm Hg 


13. Herr Baum.; 51,1 kg, 
16 42,94 
17 49,30 
17 51,2 


Liter 


niichtern; Neurasthenie maéBigen Grad 


2,98 
7,96 


9,42 


Liter 


4,98 
6,44 


mm Hg 


6,36 
8,26 


0,78 
0,78 


14. Herr Blach.; 23 Jahre; 


52,0 


kg, niichtern; Diabetes mellitus mit 


Azidosis. 


5,5 


15. Frau Fr.; etwa 48 Jahre; 


Azidosis. 
14 
14 
14 


mit 


35,18 
46,8 
51,75 


40,95 
45,22 
49,57 


3,42 
9,1 
11,72 


3,04 
5,14 
7,34 


5,68 
8,3 


2,1 
4,3 


0,5 


0,5 


11,62 


16,57 


42,0 kg, niichtern; Diabetes mellitiis 


0,5 
0.5 


4,27 
8,62 


Patientin stand dauernd unter mittleren Dosen Na bicarb.; trotzden 
war der Urin schwach sauer, und die Reaktionen auf Acetessigsaure stark 


positiv. 


16. Frau Ru.; 37,6 kg, niichtern; chronische Urimie. 


20 
20 
20 
17. 
Dekompensation. 
28 
24 


41,00 
44,34 
46,12 


30,57 
33,5 


1,9 
4,5 
6,2 


3,28 
5,84 


2,6 
4,3 


2,56 


0,78 


3,34 
l 0,84 


5, 


Frau Je.; 61,5 kg, niichtern; Mitralinsuffizienz in sehr schwerer 


2,93 0,87 


Bei, Einleitung gréBerer Mengen von CO, bekommt die Patientin sel: 
starkes Dyspnoegefiihl, so daB die Untersuchung abgebrochen werden muti 


18. L.M.; Hausschwangere, gesund, [. p.; 


2 Tage vor der Geburt: 


14 
16 
20 
21 


Geburt_ verlief 


24 
24 
24 


29,44 
31,24 
34,68 
35,2 


37,75 
42,3 
43,45 


normal. 


5,04 
6,66 
9,96 
10,46 


1,62 
4,92 
5,42 


99 


met 


Jahre; 56,0 kg, niichtern 


0,94 
0,94 


Die Patientin konnte am 5. Tage nach de1 
Geburt friih, niichtern, in das Untersuchungszimmer gefahren werden. 


2,99 
7,44 
8,64 


4,45 
5,65 


12 Tage nach der Geburt, nitichtern: 


22 
24 
24 


38,8 
46,6 
49,3 


2,72 
7,24 
9.09 


4,52 


6,37 


19. M.G.; Hausschwangere, gesund; I. p.; 2 
16 Tage vor der Geburt: 


13 
14 
14 


34,0 
35,95 
37,75 


4,98 
7,34 
9,04 


2,36 


4,06 
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Atmungs- 
frequenz 


10 Tage vor der Geburt, nichtern: 


13 33,7 
15 36,65 
16,5 39,3 
4 Tage vor der Geburt, niichtern: 
13 32,7 
16 36,1 
17 37,02 


Geburt verlief normal. 


4 Tage nach der Geburt, niichtern: 


8 Tage nach der Geburt, niichtern: 


Alv. ( 1 Oxgs 
Spannung 


mm Hg 


Alv. Vent. 


Liter 


5,45 
8,9 
12,12 


6,18 
11,96 
13,92 


4,45 
10,3 


12,56 


4,40 
9,42 
14,1 


Liter 


3,45 


6,67 


5,78 


5,02 
9,7 


t'—t 


mm Hg 


2,95 


5,6 


mm Co 
ee 
bo 


6,92 
9,43 


6,75 


12,92 


v—v 


t'—t 


~1 


ioral 


0,845 
0,868 


0,74 


0,75 


20. Herr Wo.; 65,0 kg, niichtern; Aorteninsuffizienz in Dekompensation. 


15 35,48 
15 42,4 
16 44,91 
16 36,2 
17 42,95 
18,5 49,12 
22 40,70 
30 43,05 
36 44,0 


21. E. Chr.; Hausschwangere, gesund, IT. p.; 23 Jahre, 


5,1 
7,5 


8,46 


bo 


4 
336 


~ 


2,35 
3,3 


10 Tage vor der Geburt, nicht ganz ntichtern: 


18 
19 
19,5 
20,5 


5 Tage vor der Geburt, niichtern: 


17,5 
18 
19,5 


Die Geburt verlief normal. 


5 Tage nach der Geburt, niichtern: 


20 
20 
20 


9 Tage nach der Geburt, niichtern: 


19,5 
18 
19 


31,29 5,52 
36,6 9,62 
38,2 10,96 
40,7 13,24 
32,1 5,65 
37,3 10,79 
41,22 14,8 


37,75 
42,25 
47,29 


39,5 
47,31 
50,37 


4,0 
8,63 
13,85 


3,1 
7,48 
8,94 


sao, 
no 


yl 
5,4 


SS 
1 ie 


— a | 


4,63 
9,85 


4,38 
5,84 


5,31 
6,91 
9,41 


5,2 
9 
9,12 


22. A. Feu.; Hausschwangere, 68,5 kg, gesund. 


12 Tage vor der Geburt, niichtern: 
33,74 
37,05 
38,02 
Biochemische Zeitschrift Band 136. 


16 
16,5 
17 


4,78 
7,98 
9,08 


32 
4,3 


twa 1,0 
‘twa 1,0 


1,03 
1,03 


0,56 
0,54 


0,97 
0,96 


‘ 
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Alv. C Og 
Spannung 
mm Hg Liter Liter mm Hg 


Alv. Vent. v'—v t'—t v'—v 
t'—t 


Atmungs- 
frequenz 


3 Tage vor der Geburt, niichtern: 


17 31,95 5,36 - — — 
17 35,79 9,46 4,1 3,84 1,07 
21 37,43 11,32 5,96 5,48 1,09 


Die Geburt verlief normal. 


6 Tage nach der Geburt, niichtern: 


16 36,7 3,08 — — - 
16 43,81 8,33 5,25 7,11 0,74 
16 46,00 10,02 6,94 9,3 0,746 


23. Fri. #.; gesundes, 20jahriges Midchen; Graviditét: 3. Monat; 


59,0 kg, niichtern. 


17 38,7 2,22 — _ — 
17 43,65 7,68 5,46 4,95 3 
17 46,21 10,68 8,4 7,61 1,13 
24. Frau L.; 30 Jahre; 65,0kg. Graviditat ? Grav. 5. Monat? niichten 
14 36,36 3,74 = a a 
14 42,24 6,94 3,2 5,88 0,54 
14 | 44,3 8,04 4,3 7,96 0,54 


Es ist dies die Patientin, bei der sich bei genauer Untersuchung ein 
Blasenmole herausstellte. 


25. Fri. Pé.; 19 Jahre; 52,0 kg; Basedow. 


16 41,996 1,987 = on on 
16 44,4 5,461 3,474 2,404 1,44 
16 46,82 9,223 | 7,236 4,824 1,5 


Patientin hatte einen Sauerstoffverbrauch von 5,llcem pro Kilo 
gramm und Minute. 


26. Herr Bo.; 22 Jahre; 50,6 kg; Basedow; noch gar nicht behandelt 


21 39,00 4,235 — — -- 
20 41,38 9,0615 | 4,8265 2,38 2,0 
20 44,53 15,32 11,085 5,53 2,0 


Patient bot niichtern einen Sauerstoffverbrauch von 6,8 ccm O, pri 
Kilogramm und Minute. 


Nach erfolgreicher Behandlung (Réntgenbestrahlung der Schilddriise), 
die klinisch und in bezug auf den Gasstoffwechsel deutlich zutage trat, 


folgendes (mehrmals gepriiftes) Ergebnis: 


20,75 38,47 4,00 — _ - 
19,5 43,81 | 9,38 5,38 5,34 1,01 
19 45,22 | 10,94 6,94 6,75 1,03 


27. Fri. Sauer; 18 Jahre; 60 kg; Oesophagospasmus (schon seit langerer 


Zeit); niichtern: vormittags 8°. 


17 | 46,15 3,37 | — _ - 
18 48,93 5,34 | 1,97 2,78 0,7 
20 | 60,74 6,63 3,26 4,59 0,71 





2 
= 


nw SF 


he 


of 


hi 


Sl 


Onat: 


ten 


ein 


Kilo 


deli 


ise) 


trat, 


erer 








Erregbarkeit des Atemzentrums beim Menschen usw. 99 





: Aiv. C Ou: e £2 ? ae 

faerie Spannung Alv. Vent. v t'—t v’—t 

requenz a 
mm Hg Liter Liter mm Hg 


Nach der Mittagsmahlzeit (1 Stunde nach Beendigung) bot die 
Patientin folgende Erregbarkeitsprifung: 


19 45,02 5,00 a y 
20 48,52 7,48 2,48 3,5 0,71 
22 49,38 8,29 3,29 4,36 | 0,75 
23,5 50,26 9,01 4,01 5,24 0,765 


Auffallend ist hier die sehr hohe alveolare CO,-Spannung, die ich 
auch bei Fallen von Neurasthenie éfter fand. 


28. Herr We.; 53,3 kg, niichtern; Pleuritis chronica dextra, hat fast 
keine Beschwerden mehr. 


14 40,68 3,74 _ 
15,5 44,12 5,73 1,99 3,44 0,58 
16 46,28 7,15 3,41 5,6 0,61 
- 47,96 8.10 4,36 7,28 0,60 


29. Frau Kl. Bey.; 39 Jahre; 70,3 kg, niichtern. 

Patientin litt friiher an Basedow, wurde durch sehr lange fort- 
gesetzte Réntgenbestrahlung der Schilddriise davon befreit; seit einem 
Jahre keine Basedowerscheinungen mehr: 


20,5 38,1 2,183 _ 
19,5 42,95 5,604 3,421 4,85 0,7 
19,0 45,6 7,545 5,362 7,5 0,7 


30. Herr Ni.; 33 Jahre; 43,4 kg; Diabetes mellitus. 
Er kam in schwerem Zustande in die Klinik, die strenge Diat muBte 
bald aufgehoben. werden; er zeigte folgenden Befund: 


17 25,25 3,997 — 
a) {18 29,14 8,767 4,77 3,89 1,22 
18,5 31,40 11,207 7,21 6,15 1,17 
Die alveolare O,-Spannung betrug 115,45mm Hg. - Eine ein- 


geleitete Haferkur, ohne Zufuhr von Alkalien, behob den schweren Zustand. 
2 Tage spater zeigte er friih, niichtern, folgenden Befund: 


16 26,04 3,987 _ - 
b) 4 16 29,42 6,182 2,195 3,38 0,65 
16 31,40 7,572 3,585 5,36 0,67 


Im weiteren Verlaufe wurde jedes starke Hervortreten der Azidosis 
vermieden, Aceton und Acetessigsiure waren nur schwach im Urin vor- 
handen, besonders wurden auch Kohlehydrate zugefiihrt. Ich habe ihn 
éfters fernerhin untersucht: 


17 38,08 | 2,12 - “ 
e) } 18 42,48 | 4,80 | 2,68 4,4 0.61 
19 45,00 6,62 | 4,5 6,92 0,65 


Man sieht, die Azidosis ist zuriickgegangen; die alveolare C O,-Spannung 
hat eine normale Hohe; interessant aber ist, daB der Erregbarkeitsquotient 
sich durch diesen Vorgang nicht geindert hat. In beiden Versuchen liegen 
,kompensierte“ Verhaltnisse vor (b und ec). 





H. Bernhardt: 


Zum SchluB méchte ich noch anfiihren, mit welchen Fehlerschw 
kungen man bei exaktem Arbeiten zu rechnen hat. 

Untersucht man dieselbe normale Versuchsperson 6fters, so findet 1 
daB (stets friih im niichternen Zustand) die Grundwerte (CO,-Spanniny 
und alveolare Ventilation) nur sehr gering schwanken. Die Erregbarke’ 
prifung selbst hat verschiedene Punkte, wo leicht Fehlerquellen entsteli 
Ihren gréBten Ausdruck finden sie im Werte des Quotienten, denn hi 
zeigen sich die Folgen aller Fehler (allerdings kann unter Umstand 
Kompensierung eintreten). 

Da stellte es sich heraus, da man bei volliger Beherrschung der Methou: 
und exaktem Arbeiten bei einer guten Versuchsperson in den Schwankunge: 
des Quotientenwertes unter 0,08 bleibt. 

Von den vielen Dingen, auf die man bei den Untersuchungen Riicksic|it 
nehmen mu, méchte ich noch die Narkotica erwiaihnen, die man in de: 
Vortagen am besten vollig meidet, unter allen Umstinden das Morphi: 
und seine Verwandten. 

Grundsitzlich soll man die Erregbarkeitspriifung bei derselben Pers: 
mehrmals durchfiihren, ehe man das Resultat als feststehend betrachtet 
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Uber Trocknen und Wigen in der Mikroanalyse. 


Von 
A. vy. Szent-Gyérgyi. 
(Aus dem physiologischen Laboratorium der Universitat Groningen 
(Eingegangen am 23. Dezember 1922.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Ist der Asbest ein wertvolles Material in unserem Instrumentariun 
bei der Makroanalyse, so ist er in der Mikroanalyse ein ganz unent 
behrliches Hilfsmittel. Die groBe Adsorptionskraft des Filters fiir den 
Niederschlag, gepaart mit seiner groBen Durchlassigkeit fiir die rein: 
Flissigkeit, die Plastizitat der Masse, ihre chemische und thermisch: 
Stabilitat, alles dies sind Eigenschaften, die dieses Material zum un 
ersetzlichen Schatz des Mikroanalytikers machen. 

In seinem Buche ,,Uber die quantitative organische 
Mikroanalyse“ gibt Pregl eine Form fiir Asbestfilter und 
Wagerohrchen an, die sich im Laufe unserer Arbeiten durch 
ihre Einfachheit, leichte Handhabung und Sauberkeit be 
sonders gut bewahrt haben (Abb. 1). 

Als ich aber die Réhrchen im Physiologischen Labo- 
ratorium zu Groningen bei der Mikroanalyse anwenden 
wollte, stieB ich auf Schwierigkeiten, die mir das Wagen 
selbst in die Zehntelmilligramme unméglich, die wundervoll: 
Leistung der Kuhlmannschen Wage illusorisch machten 
Diese Schwierigkeit war einerseits in der Hydrophilita' 
des Asbests, andererseits in der Feuchtigkeit der Luft 
gegeben. Da ich diese Schwierigkeit bei Pregl nirgend~ 
besprochen finde, so mu ich annehmen, daB sie durch di: 
ganz besondere Feuchtigkeit des hiesigen Klimas und den 

Abb.1. lokalen enormen Wasserreichtum der Luft bedingt ist. Ich 
6,5/10 natirl. beobachte seit einiger Zeit das Hygroskop, und habe es 
GroBe. selbst in dem geheizten Zimmer der Wage, in dem nicht 
mit Wasser gearbeitet wird, noch nicht unter 55% gesehen. Der ge 
wohnliche Stand ist iiber 75%. Es ist doch bekannt, daB der Sitti 
gungsgrad der Luft hier durch ganze Jahreszeiten nicht unter 80% zu 
sinken pflegt. 
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Die Schwierigkeit sei durch folgendes Analysenbeispiel beleuchtet. 
kin Filterréhrchen mit etwas Cholesterindigitonid (nicht hygroskopisch) 
wird bei 120° getrocknet, im Exsikkator abgektihlt und dann gewogen. 
2 Minuten nach der Entnahme aus dem Exsikkator erfolgt die erste 
\agung. Dann wird von Minute zu Minute gewogen. Ich erhielt die 
folgenden Gewichte: 

2,814865 g, 
2,814890 g, 
2,814917 g, 
2,814938 g, 
2,814956 g, 
2,814975 g, 
2,815000 g. 

Die Gewichtszunahme betrigt also 0,023 mg pro Minute. Nun 
wurde das Filter nach der Preglschen Vorschrift eine halbe Stunde lang 
zur Sittigung mit Wasserdampf bei der offenen Wage belassen. Hier- 
nach betrigt das Gewicht 2,816430 mg. Dieses Gewicht hatte das 
konstante Gewicht sein sollen, die folgende, nach einer weiteren 
3/, Stunde ausgefiihrte Wagung ergibt aber eine weitere 
Gewichtszunahme von 0,530 mg. Das Gewicht hat also 
unbehindert weiter zugenommen, und nahm auch noch 
weiter zur folgenden, am niichsten Tage ausgefiihrten 
Wagung zu. Wollten wir also die originale Methode bei- 
behalten, so haitten wir das Sattigen auf lange Zeit- 
raume auszudehnen. Dies bedeutete aber, sich von den 
Schwankungen der Feuchtigkeit der Luft abhangig zu 
machen, auf den groBen Vorteil der Schnelligkeit zu ver- 
zichten, und das Arbeiten mit allem, nur einigermaBen 
hydrophilem Material oder mit oxydablen oder sonstwie 
chemisch nur einigermaBen labilen Substanzen aufzu- 
geben. Diese Beschrinkung wiirde aber fiir den Bio- 
chemiker die EinbuBe seines gréBten Arbeitsfeldes be- 
deuten, falls er die Methode beibehalten wollte. 

Man hitte noch daran denken kénnen, das Material 
im Exsikkator abzukiihlen, und dann stets nach einer 
kurzen Standardzeit nach der Entnahme aus dem 
Exsikkator zu wagen. Die diesbeziiglichen Versuche 
ergaben aber bald, daB die Réhrchen selbst im Exsikkator bedeutend 
an Gewicht zunahmen (mehrere Zehntelmilligramme in einer halben 
Stunde). Somit schien auch dieser Weg ungangbar zu sein. 

Da wir der Auflésung der Frage eine prinzipielle Bedeutung zu- 
maBen, versuchten wir die Schwierigkeiten zu beseitigen. Nach zahl- 
reichen Versuchen ist es endlich gelungen mit einer geringen Abanderung 
der Réhrchen der Schwierigkeiten Herr zu werden. Das modifizierte 


Abb. 2. 
7,810 natiirl. GroBe 
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Rohrehen ist in Abb. 2 abgebildet. Wie aus dieser Zeichnung 
ersehen ist, zeigt das Réhrchen von der urspriinglichen Form eiie 
doppelte Abweichung. Erstens zeigt das AbfluBrohr in seiner ganz n 
Lange kapillare Dimensionen. Zweitens ist die obere Offnung dos 
Rohres mit einem Kiappchen abgeschlossen, das mit einem breiten, 
genau gearbeiteten Schliff der auBeren Oberflache des Filterbauc)is 
anliegt. Das Innere eines derartig mit dem Kippchen abgeschlossenen 
Réhrechens mit dem hydrophilen Asbest und dem Niederschlag ist 
den Dimpfen der AuBenluft nicht zuginglich, da die Diffusion und di: 
Luftstr6mungen durch das kapillare Rohr und den Schliff praktisch 
nicht in Betracht kommen. Somit mu zur Erreichung des konstanten 
Gewichts nur die auBere, nicht hydrophile Oberfliche des Rohres 
mit dem Wasserdampf der Luft gesattigt werden, was in kurzer Zeit, 
laingstens einer halben Stunde, abgelaufen ist. 





DaB das Gewicht des Réhrchens kein absolut konstantes sein 
kann, ist selbstverstindlich. Die Zunahme des Gewichts ist aber derart 
langsam, da durch diese die Wiagung nicht mehr gestért wird und 
das Gewicht bei grober Innehaltung des Arbeitsschemas bis zu de: 
durch die Empfindlichkeit der Wage gebotenen Grenze reproduzierbai 
ist. Die Gewichtszunahme betrigt in unserer feuchten Luft ungefah: 
0,001 mg in 5 Minuten. 

Diese Form der Filterréhrchen hat einen weiteren sehr groBe: 
Vorteil. Dieser ist der, daB die Trocknung des Materials stets im Vakuun 
geschehen kann. Wird das Kippchen aufgesetzt, und am AbfluBrohr 
der Vakuumschlauch mit dem negativen Druck angesetzt, so entsteht 
im Inneren des Rohres zugleich ein entsprechend hohes Vakuum. Dei 
ungefettete Schliff liBt stets eine geringe Menge Luft durch, so daB bei 
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Trocknen und Wiigen in der Mikroanalyse. Lod 


,ieichzeitigem Vakuum ein langsamer Luftstrom durch das zu trocknende 
\Vaterial und Asbest zieht, was die Bedingungen noch giinstiger ge- 
taltet. 

Verwendet man zugleich eine héhere Temperatur, so sind die 
edingungen fiir das Trocknen die denkbar giinstigsten. Ausgezeichnete 
Dienste leistete mir beim Trocknen der in Abb. 3 wiedergegebene 
‘'rockenschrank, der zugleich das Trocknen von 6 Réhrchen gestattete. 
Dieser besteht aus einem aus Kupferblech gearbeiteten Kistchen, 
mit einem gut schlieBenden Deckel, in dem zwei Lécher fiir Thermo- 
meter und Thermoregulator belassen sind. Das Kiistchen trigt sechs 
kurze offene Seitenréhrchen. Diesen gegeniiber steht ein U-Rohr mit 
6 Seitenréhrchen. Das eine Ende des U ist mit der Vakuumpumpe 
verbunden, das andere Ende mit einem Glashahn abgeschlossen. An 
den 6 Seitenréhren sitzen 6 Vakuumgummischliuche, die so lang sind. 
daB sie genau bis zur inneren Offnung der Seitenréhrchen des Kastchens 
reichen. Das Lumen des Vakuumschlauchs ist so eng, daB er die ein- 
gesetzten Filterréhrchen dicht umschlieBt. In jeden Vakuumschlauch 
ist ein kleiner Glashahn eingeschaltet. 


Das Trocknen der Réhrchen geschieht folgendermaBen: Das Kiastchen 
wird auf Temperatur gebracht, die Vakuumpumpe angeschlossen, dann 
werden die AbfluBréhrchen der Filterréhre in die Schlauche ungefiahr ! bis 
1,5 em tief eingesetzt, die Glashihne gedffnet und die Filterréhrchen (mit 
aufgesetzten Kippchen) in das Kastchen eingeschoben. 

Die Entnahme der Réhrchen geschieht nach vollzogener Trocknung 
folgendermaBen. Es wird zuniichst einer von den sechs Glashihnen ge 
schlossen, das entsprechende Rohrchen aus dem Schrinkchen heraus- 
gezogen, dann vom Vakuumschlauch abgenommen. Die Réhrchen werden 
einzeln in derselben Weise abgenommen. Die Einhaltung dieser Reihen- 
folge ist darum nétig, weil sonst das im Vakuumschlauch kondensierte 
Wasser leicht in das Filterréhrchen zuriickgesogen werden kann. 

Die somit entnommenen Réhrchen werden mit einem Wildledertuch 
kraftig abgewischt, dann zur Wage gesetzt. Nach einer halben Stunde 
erfolgt die Wigung. 

Es ist nicht zu vermeiden, daB beim Aufheben des Vakuums die 
AuBenluft mit seinen Wasserdiimpfen in das Réhrcheninnere eintritt. Beim 
Abkiihlen des Réhrehens wird dann noch weiter etwas Luft eingesogen. 
Die Menge dieser eingesogenen Luft und somit die Menge des eingesogenen 
Wasserdampfes sind konstante GroBen, die von der Hydrophylitat des 
Objekts unabhangig sind, und stéren somit die Wiagung nicht. 

Die zur Wagung bereiten, abgekiihlten Réhrchen diirfen nicht mehr 
mit der Hand angeriihrt werden. Es ist auch ebenso nétig die Vordertiir 
der Wage withrend der ganzen Wigung geschlossen zu halten, um die 
Ausatmungsluft mit ihrer Warme und Feuchtigkeit nicht in die Wage zu 
bekommen. Ebensowenig darf man mit seinen Hiinden in das Wage 
gehause eindringen. Man setze das Material mit einer Pinzette oder ent- 
sprechend gebogenen Gabel auf. Beim Auflegen der Gewichte durch die 
Seitentiir braucht man nur mit seinen Fingerspitzen in das Wagegehiiuse 
zu kommen. 








106 A. v. Szent-Gyérgyi: Trocknen und Wiagen in der Mikroanalyse. 


Der oben beschriebene Trockenschrank wird mit einem Mik: 
deckelbrenner erwarmt. Dieser kann durch seine Schraube auf je: 
beliebige Temperatur ungefahr eingestellt werden. Zur genauen Reg 
lierung verwende ich einen Mikrothermoregulator, der in Abb. 4 al 
gebildetist und auf bekannten Prinzipien beruht. Das spiralige Réhrehe 
mit dem geraden schmalen Mittelstiick ist mit Quecksilber gefiill: 
Am Ende der Spirale befindet sich ein kleines Trépfchen einer Fliissiy 
keit, deren Kochpunkt mit der einzustellenden Temperatur iiberein. 
kommt. Ist diese Temperatur erreicht, so kocht die Fliissigkeit, treib‘ 
das Quecksilber aus der ganzen Kapillare und verschlie/} 
dem Gas den Weg. Da ich bei 100° trockne, gebrauch: 
ich Wasser zur Regulierung, die trotz der mangelhaften 
Isolierung des Kiistchens binnen 1° konstant ist. 

Da ich wiederholt mit sehr voluminésen Nieder 
schlagen zu arbeiten hatte, die sich in der Ebene der 
Asbestoberfliche versammelnd bald das Filter ver- 
stopften, gebe ich, abweichend von Pregl, meinen Réhrchen 
stets auch eine Fillung von Glaswolle, um den Asbest 
zu beschiitzen. Die Asbestfiillung geschieht nach Preg!. 

,Die Herrichtung des Filterréhrchen erfolgt in der 
Weise, da man kiiuflichen Gooch-Tiegelasbest im trockenen 
Zustande in das Roéhrchen einfiihrt und mit einem scharf 
kantigen Glasstab so nachstopft, daB namentlich die Peri 
pherie des fiir die Filtermasse vorgesehenen Raumes damit 
vollkommen erfiillt wird. An der Pumpe fiillt man da- 
Roéhrchen etwa zweimal mit einer diinnen Aufschwemmungs 

Abb. 4. fliissigkeit derselben Asbestmasse in Wasser voll, wascht 

11 natirl. GréBe, Dierauf griindlich mit Wasser nach, um die zahlreichen 
lose sitzenden Asbestteilchen vollig zu entfernen und sieht 

insbesondere darauf, ob die Asbestmenge hinreichend ist, um den fiir 
sie bestimmten Raum vollends zu erfiillen’’ (siehe §S. 111, 1. c.). 

Uber die Asbestmasse gebe ich sodann einen recht dichtgedriickten 
Bausch von Glaswolle. Diese kommt méglichst dicht, ohne Hohlraum 
inzwischen, am Asbest zu liegen. Man muB jedoch bei der Einfiihrung 
vermeiden durch Driicken die Kontinuitit der Asbestmasse zu_be- 
schidigen. Auf den dichten Glaswollebausch kommt sodann ein ganz 
loser, lockerer Bausch von demselben Material. Hierdurch wird das 
zu filtrierende Material sozusagen im Raume verteilt und kann leicht 
filtriert und gewaschen werden. Nach den itiblichen Waschungen und 
Trocknung des Asbests ist das Filterchen gebrauchsfertig. 

Die Filterréhrchen werden auf meine Veranlassung von P. Haack 
in Wien IX, Garelli Gasse 1, hergestellt. 


| 

















Die gravimetrische Mikrocholesterinbestimmung. 
Von 
A. vy. Szent-Gyérgyi. 
(Aus dem physiologischen Laboratorium der Universitat Groningen.) 
(Hingegangen am 23, Dezember 1922.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Je mehr wir dem Verstindnis der Zellpermeabilitat, der Cytolyse 
und ihrer wichtigsten Form, der Haimolyse niher treten, um so be- 
deutender erscheint der Gehalt der Zelle an Lipoiden, namentlich an 
Phosphatiden und Sterinen. Wie es die Arbeiten von Mayer, Schaffer, 
Terroine, Brinkman u. a. zu zeigen scheinen, ist es in erster Reihe nicht 
der absolute Gehalt der Zelle an diesen Bestandteilen, die ihren 
physikalisch-chemischen Zustand beherrscht, sondern jenes subtile 
Gleichgewicht, das der Organismus unter diesen Lipoiden mit einer 
feinen Regulation zu unterhalten trachtet. Da die Untersuchungen 
der letzten Jahre einen innigen Zusammenhang zwischen der Kon- 
stitution der Zelllipoide und gewisser klinisch hochbedeutender Hamo- 
lyseformen vermuten lassen, wird das Bediirfnis nach genauen Mikro- 
methoden stets reger, die es gestatten, diese lipoiden Bestandteile 
mit geniigender Genauigkeit in jenen Mengen zu bestimmen, wie sie 
in kleinen, fiir die chemische Untersuchung leicht erlangbaren Mengen 
des Blutes vorkommen. 

Eines der bedeutendsten lipoiden Bestandteile der Zellen ist das 
Cholesterin. Zur mikrochemischen Bestimmung dieser Substanz wird 
allgemein die kolorimetrische Methode angewendet. Diese Methode ist 
aber leider mit sehr groBen subjektiven und objektiven Fehlern behaftet. 
Es scheint uns nicht erwiinscht, an dieser Stelle eine eingehende Kritik 
an dieser Methode zu iiben. Wir wollen uns mit der Feststellung 
begniigen, da die Methode nicht so genau ist, da es nicht in 
hohem Mafe wiinschenswert erscheinen sollte, auch eine genaue, exakte 
gravimetrische Mikromethode in Hianden zu haben. 

Soweit mir bekannt ist, ist noch keine gravimetrische Mikro- 
methode fiir Cholesterin angegeben. Es sei im folgenden der Versuch 
gemacht, diese Liicke auszufiillen. 
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Die Grundlage fiir eine gravimetrische Methode ist in den Unt 
suchungen von Windaus gegeben, der zur Prazipitierung und Isolieru 
des Cholesterins seine Digitoninverbindung empfahl. Nach der a 
gefiihrten Beispielsanalyse beurteilt, gestattet diese Methode die B. 
stimmung griBerer Cholesterinmengen mit einer Genauigkeit von 3°. 

Bei der Umarbeitung dieser Methode zur Mikromethode begegnet: 
wir zwei Schwierigkeiten. Die erste war die hiufige Schwierigkei: 
der Mikromethoden — falls es sich, wie in diesem Falle, nicht um gan 
unlésliche Niederschlige handelt — die Disproportionalitat zwische 
Substanz und Lésungs- baw. Waschfliissigkeit. Es ist namentlich ii 
den meisten Fallen nicht moéglich in dem MaBe den Gebrauch vor 
Waschfliissigkeiten einzuschrinken, als man mit den Dimensione: 
seiner zu analysierenden Substanz herabsteigt. Kann man z. B. 100 mg 
Substanz mit 30cem Fliissigkeit griindlich auswaschen, so wird es 
nicht gelingen, 0,1 mg mit 0,03 cem Flissigkeit richtig reinzuspiilen 

Die zweite, noch gréBere Schwierigkeit lag in einer besonderen 
Eigenschaft des Cholesterindigitonids. Diese Substanz zeigte die Eigen. 
schaft, daB sie win so besser ausflockte, in je gréBerer Menge sie in de: 
Lésung vorhanden war. Wiahrend gréBere Mengen Cholesterin als 
Digitonid sich ziemlich vollstandig abschieden, zeigten kleine Mengen 
eine groBe Neigung, in Lésung zu bleiben. Die in Lésung gebliebene 
Substanzmenge entsprach keiner bestimmten Loslichkeitsgrenze, und 
die Mutterlauge des Niederschlags enthielt um so mehr Cholesterin 
digitonid, je geringer die zu bestimmende Cholesterinmenge war. In 
diesem Verhalten war auch keine GesetzmiaBigkeit festzustellen, und 
der Ubergang zwischen Substanzmengen, die noch einen Niederschlag 
gaben, und einen solchen vermissen lieBen, war in den meisten Reihen 
sprungartig. So z. B. gab in einer Reihe mit Digitonin 0,8 mg Chol- 
esterin in 2cem Alkohol keinen Niederschlag, 0,9 mg ebenfalls nicht, 
1,1 mg gab reichliche Flockung, 1,2 mg gleichfalls. 

Eine Eintrocknung des Niederschlags, so wie es Fraser und Gardner 
empfehlen, gab keine Gewiahr fiir ein vollstandigeres Ausflocken. Das 
unausgeflockt eingetrocknete Digitonid verschwand bei der Waschung 
vollkommen vom Filter. 

Wir wollen aber dem Leser die Wiedergabe jenes miihsamen Weges 
ersparen, den wir selbst folgen muBten, bis wir die genannten Schwierig 
keiten als solche erkannten und endlich beseitigten. Wir wollen uns 
auf die Beschreibung der Methode beschranken, mit der es endlich 
gelang, Cholesterinmengen vom Bruchteile eines Milligramms mit de1 
Genauigkeit der urspriinglichen Makromethode zu bestimmen. Da 
der normale Cholesteringehalt von 1 cem Menschenblut ungefahr 1,5 mg 
entspricht, #0 diirfte die Methode sowohl den theoretischen wie den 
praktischen Erfordernissen entsprechen. 
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Gravimetrische Mikrocholesterinbestimmung. 10% 


Experimenteller Teil. 


Das zu bestimmende Cholesterin wird unter Erwirmung in dem 
Abb. 1 abgebildeten Jenaglas-Mikrobecherglischen in 2 cem Aceton 
velést. Die zu bestimmende Cholesterinmenge sei nicht gréBer als 
45mg, welche Menge ungefihr dem maximalen Cholesteringehalt 
von 1 cem Menschenblut entspricht. Bezieht sich die Analyse auf Blut, 
«) waihlt man am besten das Extrakt von 1 ccm. 

Nun wird | cem Digitoninlésung zugegeben. Diese Lésung wird 
durch Auflésen von 1g Digitonium cryst. in 50 cem 80proz Alkohol 
hergestellt. Auch bei sehr kleinen Cholesterinmengen 
erfolgt sozusagen momentan eine Triibung, die bald 
in deutliche, scharf abgegrenzte Flockung iibergeht. 
Die Reaktion ist so stark, daB sie sehr gut auch zum 
qualitativen Nachweis kleiner Cholesterinmengen 
dienen kann. (Hierzu nehme man Icem_ 1 proz. 
Digitonin in 80°, Alkohol.) 

Nach Zugabe des Digitonins wird das Becherchen 
auf den Rand eines geheizten Wasserbades gesetzt 
und hier belassen, bis ungefahr die Halfte der Fliissig- 
keit verdampft ist, was gewohnlich in einer Viertel- 
stunde bereits geschehen ist. Nun wird das Becherchen 
vom Wasserbade genommen, eine Viertelstunde bei Zimmertemperatur 
stehen gelassen. Hiermit ist die Prizipitierung, fiir die bei der Windaus- 
schen Makromethode 24 Stunden nétig sind, abgelaufen. 


Abb. 1. 
4 naturl, Grobe 


Jetzt wird der Inhalt des Becherglischens auf das im vorher- 
gehenden Stiicke beschriebene Filter gegossen. Das Filterréhrchen 
ist auf einen Saugkolben montiert. 

Es ist nétig, die Saugflasche so zu montieren, daB man in dieser den 
negativen Druck genauer regeln kann. Am einfachsten kann man dies 
erreichen, wenn man den Vakuumschlauch vor dem Kolben mit einem 
T-Stiick verzweigen laBt. Auf den freien Schenkel des T kommt ein kurzer, 
diinner Gummischlauch, der frei endet, und dessen Lumen man mit einer 
Klemmschraube, wenn modglich mit einem Prazisionsquetschhahn (nach 
Pregl) regulieren kann. 

Ware die Fliissigkeit mit dem Niederschlag, die wir nun auf das 
Filter aufzugieBen haben, wegen der ausgiebigen Flockung oder zu 
weitgehenden Eintrocknung zu konsistent, so kann man mit | bis 2 cem 
Wasser verdiinnen. Man gieBt die Fliissigkeit lings des Mikrostabchens 
auf den Filter. Sodann wiischt man den Niederschlag mit Hilfe des 
Mikrostiibchens (s. Abb. 1) mit Wasser quantitativ auf das Filter. 

Nun folgt eine Reihe von Waschungen, zuerst zweimal mit Aceton, 
dann zweimal mit Ather, dann dreimal mit warmem Chloroform, einmal 
mit Ather, einmal mit Aceton, dann fiinfmal mit heiBem Wasser. Man 











1lo A. v. Szent-Gy6érgy1: 


wascht stets mit ungefihr 1,5 ccm Flissigkeit. Man sauge in lan 
samem Tempo ab, so da8 in 3 Sekunden etwa 2 Tropfen unten a) - 
flieBen. Man sauge vollstandig ab, so daB nach der Fliissigkeit etw: 
Luft durchtritt. 

Man hilt die Waschfliissigkeiten am besten in kleinen 100 ccm- 
Spritzflaschen. 

Nach der fiinften Waschung mit Wasser ist oft noch nich 
alles freie Digitonin entfernt. Dies erkennt man dank der groBen Obe: 
flachenaktivitat des Digitonins daran, da die nach der Waschung 
durchgesogene Luft als Schaum, oder in Form groBer Blasen aus den 
Filterréhrchen heraustritt. Man mu also noch so lange waschen, bis 
am AbfluBrohr des Filters bei Durchsaugen von Luft nur einzelne 
Blaischen entstehen, die schon bei kleinem Durchmesser von etwa 
4 ccm einzeln platzen und sich nicht mehr in Schaumform zusammen- 
ballen. Dieses Stadium wird manchmal nur nach zahlreichen 
Waschungen erreicht. Eine geringe Tendenz zur Blasenbildung wird 
die Wascifliissigkeit stets beibehalten, da stets etwas Digitonid auch 
in Lésung geht, da das Cholesterindigitonid in heiBem Wasser nicht 
ginzlich unldéslich ist. 

Nun wird das Filterkappchen aufgesetzt und, den im vorher 
gehenden Stiick geschilderten Prinzipien entsprechend, getrocknet 
und gewogen. 

Unter den geschilderten Umstiinden scheidet sich das Cholesterin 
aus seiner Lésung als Digitonid quantitativ ab. Durch das Waschen 
mit Aceton, Ather, Chloroform entstehen keine Verluste. Hingegen 
wird, wie die diesbeziiglichen Versuche ergeben, durch ein ausgiebiges 
Waschen mit heiBem Wasser, wie es zur Reinigung der Niederschlige 
nétig ist, etwa 1 bis 3% des Digitonins weggewaschen. Die Methode 
arbeitet also mit einem notwendigen Fehler von minus 1,5 bis 3°. 

Die Berechnung des Cholesterins aus dem Niederschlage geschieht, 
den Angaben von Windaus entsprechend, durch Multiplizieren mit 
0,2431. Windaus empfiehlt fiir gewéhnliche Zwecke einfach den Faktor 
auf 0,25 abzurunden, d.h. mit 4 dividieren. Die Differenz entspricht 
plus 2,8°%, was in unseren Analysen dem ungefahren mittleren Fehler 
entspricht, so daB die Windaussche Vereinfachung zugleich als Korrek- 
tion dienen kann. 

Zum SchluB seien drei Analysenbeispiele angefiihrt, in denen 
die genommene Cholesterinmenge in dem einen Versuch dem Chole- 
steringehalt von Ilccm Blut bei starker Hypocholesterinimie, im 
zweiten Fall bei normaler, im dritten Fall bei gesteigerter Cholesterin- 
amie entspricht. Das Beispiel zeigt zugleich, daB der Fehler mit 
sinkender Cholesterinmenge nicht gréBer wird. 
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Gravimetrische Mikrocholesterinbestimmung. lll 


Das Einspiilen und Waschen des Niederschlags erfordert ins- 
yesamt ungefahr eine Viertelstunde. Trotz der verwickelt erscheinenden 
beschreibung ist die Methode auBerordentlich einfach, rasch und liefert 
zuverlaBliche Resultate. 

Beispiele: 1. 0,470 mg Cholesterin wird in der oben beschriebenen 
Weise behandelt. Gewicht des Filterréhrchens vor und nach der Analyse 

5,751260 
5,753 134 
Niederschlag . . 0,001 874 
Hieraus berechnet mit Faktor 0,2431 = 0,455 mg Cholesterin, gefunden 
also —3%. Mit dem Faktor 1, berechnet = 0,470 mg, gefunden 
also + 0%. 

2. Ausgangsmaterial 1,655 mg Cholesterin. Gefunden als Digi- 

tonid . 6,731 mg. Fiir Cholesterin mit Faktor 2,431 berechnet = 1,636 mg 


Cholesterin. Gefunden also — 1,2%. Mit Faktor 1, berechnet, ge- 
funden + 1,4%. 
3. Ausgangsmaterial. 2,237 mg Cholesterin. Gefunden 8,908. 


Mit Faktor 2,431 berechnet = 2,166 mg Cholesterin, gefunden also 
-3,2%. Mit Faktor 4 berechnet, gefunden — 0,5°%, Cholesterin. 
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Die titrimetrische Mikrocholesterinbestimmung. 


Von 
A. v. Szent-Gyorgyi. 
(Aus dem physiologischen Laboratorium der Universitat Groningen.) 
(Eingegangen am 23, Dezember 1922.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


In der vorhergehenden Arbeit wurde eine Methode angegeben, dic 
es gestattet, kleine Cholesterinmengen, so wie sie in 1 cem Menschenblut 
vorkommen, als Digitonid mit einem Versuchsfehler von 3%, — ohne 
fremde Beimengungen von seiten der Fallungs- und Waschsubstanzen 
auf dem Filter zu sammeln. Die Erfahrungen, die wir itiber die Chol- 
esterinanalyse des Blutes selbst bis jetzt sammeln konnten, waren un- 
geniigend, um bestimmtes iiber die Anwendbarkeit der Methode bei 
der Blutuntersuchung sagen zu kénnen. Wir wollen diese Frage spater 
noch einer eingehenden Untersuchung unterwerfen. Nachdem aber 
Th. Thayssen') in genauen Versuchen bereits feststellte, daB die Fallung 
von Cholesterin durch die lipoiden Extrakte des Blutes nicht gestort 
wird, und in unserer angegebenen Methode auch zur Reinigung des 
Niederschlags geniigend Gelegenheit gegeben ist, scheint es wohl wahr- 
scheinlich, daB sich die Methode zur lipoiden Blutuntersuchung unver- 
andert heranziehen lassen wird, und sie somit auch auf das Interesse 
des Klinikers Anspruch wird erheben kénnen. 

Wie einfach und rasch uns auch die Methode vorkam, wurden wir 
im Laufe unserer Untersuchung stets mehr zur Ansicht gebracht, dai 
diese nicht den Anspriichen eines Klinikers entsprechen wiirde. In der 
angegebenen Methode wurde naimlich der Niederschlag gravimetrisch 
bestimmt, und eben dieses Prinzip der Gravimetrie schien fiir die Werk 
stitte des Klinikers nicht gut verwendbar. Die zu bestimmenden 
kleinen Substanzmengen erfordern niamlich eine genau kontrollierte 
Trocknung bis zum konstanten Gewichte, und man wird von den 
meisten Klinikern mit Unrecht jene Sorgfalt und jenen Zeitaufwand 
erwarten, den dieser Punkt der Untersuchung unfehlbar erfordert 


1) Diese Zeitschr. 62, 89, 1914; 62, 115, 1914. 
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Auch ist fiir solche Messungen, falls man von der Genauigkeit der 
Methode Gebrauch machen will, eine sehr genaue analytische Wage 
eriorderlich, die nicht in jedem klinischen Laboratorium vorhanden 
sein diirfte. 

Diese Einsicht lieB uns die Frage aufwerfen, ob sich nicht eine 
andere Bestimmungsmethode des isolierten Cholesterindigitonids finden 
licBe, als die gravimetrische. 

Die Grundlage einer titrimetrischen Bestimmung war in den 
Arbeiten J. Bangs!) gegeben. Das Prinzip dieser Methode bestand 
daraus, da die betreffenden lipoiden Blutbestandteile mit einer be- 
kannten Menge von Chromsiure oxydiert wurden. Hierbei wurde 
Chromsaure verbraucht. Die verbrauchte Menge der Chromsaure wurde 
durch Zuriicktitrieren der iiberschiissigen Chromsiure (durch Jodo- 
metrie) bestimmt. Da die verbrauchte Menge der Chromsiure fiir eine 
gewisse Substanz eine charakteristische GréBe und mit deren Menge 
proportional ist, so ist die Methode in hohem MaBe geeignet, genaue 
Resultate zu liefern. Es spricht aber von selbst, daB die Reaktion fiir 
keinen Stoff charakteristisch ist, sondern es wird einfach alles oxydiert, 
was mit der Chromsiure in Berithrung gebracht wird. Ein genaues 
Resultat hat also zur Bedingung, daB der zu bestimmende Stoff absolut 
rein, ohne jede fremde Beimengung der Chromsiure dargeboten wird. 

In dem Bangschen System war diese Bedingung nicht geniigend 
erfiillt. Im Verhaltnis zu den geringen zu bestimmenden Substanzmengen 
war die Moglichkeit der Verunreinigung allzu groB, so daB die Methode 
keine geniigend zuverlaBlichen Resultate lieferte, weswegen sie sich 
auch nicht in die allgemeine Laboratoriumspraxis einbiirgern konnte. 

Nachdem wir uns aber durch Kontrolle der Gravimetrie iiberzeugt 
haben, da wir das Cholesterin als Digitonid quantitativ und rein in 
Hainden hatten, konnten wir erwarten, daB die Bangsche oxydi- 
metrische Methode die erwarteten genauen Resultate bei der titri- 
metrischen Bestimmung liefern werde. 

Wie wir vorausgreifend erwihnen méchten, war dies tatsichlich 
auch der Fall. Zunaichst muBten wir aber die Bedingungen aufsuchen, 
unter denen sich das Digitonid am Filter glatt oxydieren laBt. Weiterhin 
muBte die Frage beantwortet werden, wie die letzten, am Asbest ad- 
sorbierten Reste der organischen Lésungsmittel entfernt werden 
kénnen, die bei der gravimetrischen Methode bei der Trocknung zum 
konstanten Gewichte aus dem Filter gejagt wurden. 

Es zeigte sich, da beide Vorginge eine héhere Temperatur 
erforderten. Die Temperatur des Wasserdampfes zeigte sich zur Er- 
reichung beider Zwecke geniigend. Das Filterréhrchen wurde also 


1) J. Bang, Mikromethoden zur Blutuntersuchung. Miinchen 1920. 
Biochemische Zeitschrift Band 136. g 
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derart abgeandert, daB es, wie in Abb. | dargestellt, mit einem linger: n 

Hals und einem Glasmantel versehen wurde. Letzterer wurde dei 
Réhrchen durch kurze Gummischlauchstiicke luftdic| t 
angeschlossen. Die beiden Seitenréhrchen gestattet« 1 
dann die Durchleitung von Wasserdampf durch den 
Filtermantel (vgl. Abb. 2). 

os Die Fiillung der Réhrchen blieb dieselbe wie 
vorher, nur wird der Asbest vorher in der Bunsen- 

flamme bis zur schwachen Rotglut ausgegliiht. 

Die Methode der Prazipitierung blieb dieselbe 
—— wie bei der gravimetrischen Methode, ebenso auch 
ke der Gang der Waschungen mit Aceton, Ather, Chloro 
form, wieder Ather und Aceton. Man trachte den 
Niederschlag aus dem Becherchen direkt in den 
Filterhals zu gieBen, und wasche dann mit den 
weiteren Flissigkeiten die im breiten oberen Teil ge- 
bliebenen Reste in das Innere des Filters. 

Die Endwaschung mit Wasser gestaltet sich 

‘ Abb. 1. — etwas anders als bei der gravimetrischen Methode. 
lio natirl. GroBe. ft - A os ; 
Zunichst wascht man dreimal mit kaltem, destil- 
liertem Wasser, wobei man die letzten Reste der im breiten, oberen 
Teil des Filters gebliebenen Substanz in das Innere des Filters ein- 
spilt, bei welchen Manipulationen das Mikrostibchen gute Dienste 
leistet. Nun saugt man einen langsamen Luftstrom durch den Filter 
und setzt den Dampf an, 
den man etwa | Minute lang 
bei gleichzeitiger Luftdurch- 
leitung durch den Filter- 
mantel strémen liBt?). 

Nun wischt man bei 
gleichzeitiger Dampfdurch- 
(ig EE leitung weiter mit Wasser. 
| ; Man gieBe jetzt das Filter 
nicht weiter voll als bis 
zur oberen Offnung des 
schmalen Filterhalses. Man 
— fiihrt den Wasserstrahl stets 

tee rund um den breiten oberen 
trichterférmigen Teil des Filters, den man auf diese Weise stets wieder 
und wieder einwascht. Sollte ein starkes Kochen eintreten, was bei 

















1) Um ein gleichmaéBiges Kochen im Kolben zu erhalten, kann man 
in diesen nach Pregl etwas Zinkstaub einfiihren. 
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den ersten Waschungen oft der Fall ist, so saugt man in etwas rascherem 
Tempo ab, indem man das Regulierrohr auf einen Moment mit den 
Fingern dichtdriickt. 

Ist der Niederschlag digitoninfrei, so kann man zur Oxydation 
heranschreiten. Bis zu diesem Stadium hat als Filtervorlage ein etwa 
200 bis 300 cem fassender Jenaglas-Rundkolben gedient. Nun wird die 
Filtervorlage vertauscht und ein neuer, absolut reiner, sonst ahnlicher 
Kolben vorgesetzt, der wohl feucht sein darf, hingegen kein freies Wasser 
am Boden enthalten soll. 

Ist der reine Titrierkolben montiert, so gieBt man aus einer 5-cem- 
Pipette, die man genau bis zur Marke gefiillt hat, 5 cem Chromschwefel- 
siure auf den Filter, ohne die Dampfdurchleitung zu unterbrechen. 
Man sorge dafiir, da im Momente, wo man die Siure aufgieBt, im 
Kolben negativer Druck herrsche, da die aufflieBende Saure sogleich 
zu tropfen beginnt. Hierdurch erreicht man, daB das oxydierte Digitonid 
gleich weggesogen wird, anderenfalls bildet sich aus demselben eine 
braunrote Masse, die sich dann nur schwer ganz wegoxydieren laBt. 
Ubrigens soll die Chromschwefelsiiture am besten in demselben Tempo 
abflieBen, wie die anderen Waschfliissigkeiten. 

Man wasche mit der Chromschwefelsiure, durch Fiihrung der 
Pipette rund um den oberen breiten, trichterférmigen Teil des Filters, 
auch diesen letzten richtig ein. Man lasse zunichst das Filterrohr bis 
zur oberen Offnung des Filterhalses vollaufen und liBt dann die 
Chromsiure weiter in demselben Tempo aufflieBen, wie diese abgesogen 
wird, d. h. so, daB das Filter stets bis zur oberen Offnung seines schmalen 
Halses voll bleibt. 


Ist die Chromschwefelsiure abgelaufen und das Filter tadellos 
rein tibergeblieben, so muB man nur noch mit Wasser die Reste der 
Saure einwaschen. Sind noch gefiirbte, unoxydierte Reste am Filter, so 
gie8t man eine neue Pipette Chromschwefelsiure in derselben Weise 
auf, ohne inzwischen mit Wasser zu waschen — bis das Filter rein 
ist — und laBt dann das Wasser folgen. 


Da die Oxydation im Kolben jetzt gewéhnlich noch nicht vollendet 
ist, darf man die Siure im Kolben nicht zu sehr mit Wasser verdiinnen. 
Man sei also mit Wasser beim Einwaschen des Filters sehr sparsam, 
wobei man aber doch nicht auf ein tadelloses Auswaschen des Filters 
_verzichten darf. Man wischt am besten derart mit Wasser, da man 
_zunichst durch Offnen der Nebenleitung den negativen Druck im Kolben 
ganz aufhebt, und mit einem rasch in der Runde gefiihrten Wasser- 
‘strahl den ganzen oberen Trichter des Filters einspilt. Hierfiir ist 
_weniger als 1 com Wasser nétig. Nun saugt man das Wasser ab und 
_wiederholt die Manipulation im ganzen dreimal. 


Q* 
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Nun ist man mit dem Filter fertig. Unten im Kolben hat sich 
schmutzigbraune Fliissigkeit aufgeklirt und eine tiefblaue Far! 
angenommen, die dann durch den Uberschu8 der Chromsaure ein: 
deutlichen Stich ins Gelbgriine oder Braungriine annehmen mu8. | 
dies der Fall, so wird der Kolben abgenommen, und fiir mindeste; 
etwa eine Viertelstunde oder linger ruhig beiseite gesetzt. Sollte d 
Flissigkeit eine braune Triibung aufweisen, oder hatte die Fliissigk: 
eine reine blaue Farbe. beibehalten, so beweist dies, daB kein Uberschi\ 
von Chromsaure vorhanden ist, und man lat eine neue Pipette v: 
Chromschwefelsaure direkt in den Kolben laufen. 

Ist der Titrierkolben mit der Saure beiseite gestellt, so kann man 
sogleich mit der folgenden Analyse beginnen, wobei man natiirlic(: 
zuerst den Dampf abstellt. Ware das Filterréhrchen noch zu warm 
so kann man dieses durch Durchsaugen von destilliertem Wasser ab- 
kiihlen. 

Hat die Chromschwefelsiure eine Viertelstunde oder mehr ge- 
standen, so gieBt man so viel 50 ccm destilliertes Wasser zu, als man 
Pipetten von Chromschwefelsiure verbraucht hat. Dann gibt man 
10 cem 5 proz. Jodkali zu und titriert zunichst mit 0,1 n Thiosulfat di 
dunkelbraune Farbe weg, dann setzt man soviel mal 5 Tropfen 1 proz 
Starkelésung zu, als 50 cem Wasser aufgegossen waren. Nun titriert 
man weiter, bis zum Umschlag ins Hellgriine oder Hellblaue. De: 
Umschlag ist sehr scharf, er kann ebenso bei kiinstlichem als bei 
Sonnenlicht erkannt werden, erfordert aber eine helle Beleuchtung 

Was man eigentlich mit der Titrierung feststellen will, ist der 
Verbrauch an Chromsiure. Man muB also feststellen, wieviel Thio 
sulfat einer Pipette voll Chromschwefelsaiure entspricht. Diese Zahl mut; 
man natiirlich mit der Zahl der verbrauchten Pipetten multiplizieren 
und von diesem Volum die bei der Analyse verbrauchten Kubikzenti 
meter Thiosulfat subtrahieren (s. Analysenbeispiele). 

Nun wird auf 0,1 n Thiosulfat umgerechnet. 1 mg Cholesterin 
verbraucht, in der beschriebenen Weise behandelt, 8,60 ccm 0,1 n Thio 
sulfat entsprechende Chromsiure. Der gefundene Verbrauch an Chrom 
siiure muB also mit 8,6 dividiert werden. Die erhaltene Zahl bedeutet 
die gefundene Menge Cholesterin in Milligramm. 

Der Deutlichkeit halber wollen wir ein Beispiel anfiihren. 

Es seien zur Oxydierung einer isolierten Menge Cholesterin vie: 
Pipetten Chromschwefelsiure nétig. In der Kontrolle verbraucht 
eine Pipette Chromschwefelsiure 9,0 ccm Thiosulfat. Vier Pipetten 
wiirden also 36,0 verbrauchen. Wir finden aber, daB zum Umschlag 
bloB 5 cem Thiosulfat nétig sind. Es ist also eine 31,0 cem Thiosulfa' 
entsprechende Menge Chromsiure verbraucht. Nehmen wir an, dal 
die Thiosulfatlésung 0,93n sei, so entspricht die verbrauchte Meng: 
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| x 9,3 = 28,83 ccm. Hieraus wird Cholesterin berechnet: 28,83 : 8,6 
3,35 mg. Es waren also in der analysierten Fliissigkeit 3,35 mg 
(holesterin vorhanden. 

Unter den Lésungen, die bei der Analyse verwendet werden, 
rfordert nur die Chromschwefelsiure eine kurze Besprechung. Diese 
wird derart bereitet, daB man 10g _ reines Kaliumbichromat in 
einem Liter konzentrierter Schwefelsiure auflist und vom unléslichen 
Rest dekantiert. Die Lésung wird in einer Flasche mit Glasstopfen 
bewahrt. Die Flasche soll stets geschlossen stehen. Die Lésung darf 
mit keinerlei organischer Substanz in Beriihrung kommen. 

Zur Titrierung mit Thiosulfat gebraucht man am besten eine 10-ccm- 
Mikrobirette, man kann aber auch mit jeder gewohnlichen Biirette 
arbeiten. 

Als Filtervorlagen kann man auch kleine, 30 bis 50 ccm Jenaglas- 
Rundkolben verwenden, dessen Inhalt man dann zur Titrierung in 
ein Becherglas umspiilt. 


Experimenteller Teil. 


Wir méchten zum SchluB die Analysen anfiihren, in denen die 
Aquivalente des Cholesterins festgestellt wurden. Die Resultate sind 
der Kiirze halber tabellarisch zusammengefabt. 

Eine Pipette Chromschwefelsiure verbrauchte 9,570 cem 0,93 
n Thiosulfatlésung. Dieselbe Chromsiure verbraucht, durch das 
erwirmte Filterréhrchen gesogen, nach '/,stiindigem Stehen 9,55 ccm 
Thiosulfat. Hieraus ist ersichtlich, daf der Filter selbst praktisch keine 
Chromsiure verbraucht. Nun wird eine blinde Analyse ausgefiihrt. 
Ausgangsmaterial also 0 Cholesterin, Behandlung genau wie oben be- 
schrieben. Aufgegossen eine Pipette Chromschwefelsiure. Verbraucht 
913cem Thiosulfat. Verbrauch also 0,12cem Chromsiiure. Der 
Fehler der blinden Analyse ist also 0,12 cem. Dieser Fehler entspricht 
bloB 0,013 mg Cholesterin, kann also vernachlissigt werden bzw. mit- 
gerechnet werden. Die Analysen waren die folgenden: 





Verbrauchte 


Ausgan,s- Ve sht . Verbrauchte , 
+ ‘mieral | Chromsgure ,, Chomsiure | CRromaaure  Abweichung 
Cholesterin case sulfat per mg m ie i 
mg iosulfat Cholesterin iosultat | 
] 0,410 3,820 9,32 8.67 1 O9 
2 1,330 12,20 9,14 8.5! —1,] 
3 1,913 17,45 9,13 8.49 —14 
4 2,648 24,45 9,23 859  — 0,1 
5 3,146 29 50 9,38 8,72 + 1.6 


42. 98:5 = 8,596 — 8.60 
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Wie aus der Tabelle der Analysen ersichtlich, verbraucht 1 n 
Cholesterin 8,6 ccm 0,1 n Chromsiaure bzw. Thiosulfat. Die Abweichuiy 
von diesem mittleren Wert ist nicht gréBer als + 1,6 bzw. — 1,4' 
Die Differenz zwischen dem maximalen und minimalen Werte ist nici 
groBer als 3%. Hieraus ergibt sich, daB die titrimetrische Metho« 
ungefihr dasselbe leistet wie die gravimetrische, mit der, mit Hilfe der 
Kuhlimannschen Wage, die in Betracht kommenden Mengen ebenfails 
mit einer Abweichung von 1,5°% bestimmt werden konnten. Die ve: 
brauchte Menge der Chromsiure ist so groB, da die Bestimmung oh 
nennenswerte Erhéhung des Fehlers auch mit einer gewohnlichen 
Biirette ausgefiihrt werden kann. 

Die beschriebene Methode mag aus der Schilderung etwas kom- 
pliziert erscheinen. Immerhin ist die Methode sehr einfach und rasch. 
Handelt es sich um Serienversuche, so wird eine Bestimmung bei einige 
Ubung kaum mehr als 20 Minuten in Anspruch nehmen?), 





1) Die fiir die Analyse nétige Apparatur wurde mir von A. Dargaiz, 
Hamburg 1, Pferdemarkt 66, hergestellt und kann von demselben bezogen 
werden. 
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—_— (Aus dem Laboratorium fiir chemische Technologie I. der Deutschen 
Technischen Hochschule Briinn.) 
asch, 
niger (Eingegangen am 23. Dezember 1922.) 
Von den vielen bisher vorgeschlagenen Methoden zur Bestimmung 
rgatz, des Harnstoffs baw. des Ammoniaks besitzt bekanntlich diejenige, die 
Zogen unter Verwendung von Bromlauge durchgefiihrt wird, hauptsiachlich 


wegen ihres vielfach studierten Reaktionsverlaufs besonderes Interesse. 

Man pflegt dem Verhalten der genannten Lauge gegeniiber Ammoniak 

bzw. Harnstoff folgende Reaktionsgleichungen : , 
2NH, + 3NaOBr = 3 NaBr + 3H,0 + N,, 

CO(NH,), + 3 NaOBr = 3 NaBr + 2H,O + CO, + N, 
zugrunde zu legen und die Bestimmung durch Messung des entwickelten 
Stickstoffs oder des Bromverbrauchs vorzunehmen. Fiir die Harnstoff- 
bestimmung im besonderen wurde auf Grund obiger Reaktionsgleichung 
auch die Ermittlung der Kohlensdure vorgeschlagen. Ein noch nicht 
beschrittener Weg zur Bestimmung der oben genannten Verbindungen, 
der in der vorliegenden Arbeit beschrieben werden soll, liegt in dem 
durch Siuremessung zu ermittelnden Alkaliverbrauch bei der sich ab- 
spielenden Hypobromitreaktion. 

Im nachstehenden wird die in diesem Simne modifizierte Hypobromit- 
methode kurzweg als alkalimetrische Hypobromitmethode bezeichnet; sie 
kénnte bei Beriicksichtigung des Verbrauchs an ,,unterbromiger Siure*‘ 
auch ,,azidimetrische genannt werden. Das oxydative Moment wird jeden- 
falls in die Bezeichnung ,,Hypobromitmethode“ einbezogen. 

Das Prinzip der Methode ist folgendes: Eine gewogene Menge 
des zu untersuchenden Produktes, dessen Ammoniak- oder Harnstoff- 
gehalt festgestellt werden soll, wird in wasseriger Lésung mit einer 
bestimmten Menge Bromlauge versetzt, erhitzt und nach stattgehabter 
Einwirkung Salzsiure von bekanntem Gehalte im Uberschu8 hinzu- 
gefiigt; nach Vertreiben des Broms durch Kochen') wird der Saure- 


1) Beim Ansauern wird natiirlich auch die Kohlensaure entfernt. 
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iiberschuB mit Lauge (unter Anwendung von Methylrot als Indikat. 
zuricktitriert. Unter Beriicksichtigung eines unter den gleichen \; 
suchsbedingungen durchgefiihrten ,,Leerversuches wird der Geh 
an Ammoniak bzw. Harnstoff berechnet. 


Beschreibung der Versuche. 
Zur Durchfiihrung der Methode benétigt man folgende Lésung: 


1. n/1L0 Bromlauge 1. n/2 Bromlauge, 
2. n/5 bis n/4 Salzsiure oder 2. n/1 Salzsaure, 
3. n/5 Natronlauge 3. n/l Natronlauge. 


Zur Herstellung der n/10-Bromlauge werden 


8g NaOH in | Liter Wasser aufgelést 
und unter Kiihlung 8 g Brom zugesetzt. 


Nach der Gleichung: 


2 NaOH + Br, = NaBr + NaOBr + H,0') 
entsprechen 
80g NaOH. .. . 160g Br. 

Es ist somit in der hergestellten Bromlauge st6échiometrisch genom 
nur die Halfte an Brom hinzugefiigt worden, so daB die Bromlauge eine 
UberschuB an NaOH enthilt, und sie ist in bezug auf NaOH fiinftelnorm: 
hingegen in bezug auf NaBr + NaOBr (Bromlauge) nur zehntelnorm: 
und in bezug auf NaOBr zwanzigstelnormal. 

Uber die Herstellung der anderen obengenannten Lésungen eriibrig: 
sich wohl weitere Angaben. 


Harnstoff. 
Die Ausfiihrung der im Prinzipe geschilderten Methode ist an 
zweckmaBigsten — wie dies auf Grund einer grofen Anzahl vor 


Versuchsreihen, von denen hier nur wenige wiedergegeben werde: 


sollen, festgestellt wurde — in folgender Art, beispielsweise bein 


Harnstoff, vorzunehmen: 

Es wird eine Einwage (0,02 bis 0,03g Harnstoff) in einen Erlen 
meyerkolben (500 ccm Inhalt) gebracht, daraufhin 50 cem n/10 Brom 
lauge hinzugefiigt, 3 Minuten auf dem Drahtnetz bzw. Wasserbac: 
erhitzt, etwa 0,2 bis 0,3 NaBr hinzugegeben und nachher mit 50 ccn 


einer Salzsiure, die etwas stiarker als n/5 ist, das Brom durch Kocher 


vertrieben?), abgekiihlt und mit n/5 Lauge der SiureiiberschuB zuriick 
titriert. Ein Leerversuch unter den gleichen Versuchsbedingungen, als 


auch unter Heranziehung des Natriumbromidzusatzes, ist stets be 


jeder Versuchsreihe durchzufiihren. 


1) Bekanntlich findet auch die Reaktion 3NaOBr = NaBrO 
+ 2NaBr statt. 

*) Das Kochen mu8 insbesondere, wenn n/1-Salzsiure vorliegt, se/i 
vorsichtig unter zeitweiligem Verdiinnen der Lésung mit Wasser vorg: 
nommen werden. 
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ikat. Zweck des Natriumbromidzusatzes beim Versuch und Leerversuch ist 
n Vi houptsdchlich, auf Grund der Reaktionsgleichung: 
Geh NaBr + NaOBr + 2HCl = 2 NaCl + H,O + Br,; 


bzw. 5 NaBr + NaBrO, + 6 HCl = 6 NaCl + 3H,0O + 3 Br, 

Zersetzung der Bromlavu.ge zu beschleunigen (s. auch S. 124). 

Die Wahl einer etwas stdrker als fiinftel- héchstens viertelnormalen 
Salzsaure bezweckte, bei Zusatz von 50cem Salzsiure aus einer 50 cem- 
Birette noch einen SiureiiberschuB8 gegeniiber der auf Lauge bezogenen 
nur n/5 Hypobromitlésung zu haben, was insbesondere fiir den Leerversuch 
von Bedeutung ist. Erreicht wire allerdings dieser Zweck auch durch 
Hinzufiigung von mehr als 50 cem n/5 HCl, was jedoch mit Riicksicht auf 
die 50 cem-Skala der Biirette unterblieb. 

Zur Priifung, 0b das Brom vollstdéndig vertrieben wurde, sind Proben 
mit ,,.Methylrot’* empfehlenswert. Falls durch Hinzufiigung eines Tropfens 
Methylrotlésung die violettrote Farbe nicht verschwindet, ist tatsachlich 
das Brom vollstaéndig entfernt worden, anderenfalls mu weiter gekocht 
werden, bis bei einem neuerlichen Zusatze von Methylrot die Farbe be- 
stehen bleibt; nur im letzteren Falle ist die Titration mit Lauge vorzu- 
nehmen. Durch den Zusatz an Methylrot — auch wenn mehrere Tropfen 
angewendet werden wird, falls die Lésung sauer ist, das Ergebnis nicht 
beeinfluBt. In alkalischer Lésung dagegen — ein Fall der eigentlich nicht 
vorkommen sollte — beeinfluBt schon ein Tropfen der Methylrotlésung das 


Inge 


Cine 


Endergebnis infolge Oxydation des Farbstoffes. 

Zur Wertung der beschriebenen Bestimmungsart mégen die Er- 
ae gebnisse der Versuchsreihe 1 dienen; in dieser Versuchsreihe sind 
zum Vergleich auBer dem in der Arbeitsvorschrift angefiihrten ,,warmen 
Weg** auch Versuche, bei denen die Einwirkung der Bromlauge auf 
die Harnstofflésung ,,bei gewéhnlicher Temperatur vorgenommen 


wurde, verzeichnet. 





vol Versuchsrethe 1. 
der a) Leerversuch. 
iN) 50 ccm etwa n/10 Bromlauge, 50 ccm etwa n/5 Salzsaure. 
Zum Zuriicktitrieren verbraucht (als Mittel von 3 Bestimmungen): 
len 14,605 cem n/5 NaOH = 29,21 n/10 NaOH. 
OM b) Versuche mit Harnstoff?). 
ade 
Zum ° ’ 
a m Versuc N in 9 
- Einwage in g —— es Mcnae nl Gefunden RI Aa 46,62 Fehler 
hen Harnstoff a0 NaOH eemnflONaOH, 8& Harnstoff gefunden: in N 
ek 
Is Versuche bei gewdhnlicher Temperatur. (3 Minuten.) 
as 0,0292 54,69 25,48 0,0254 40,75 — 12,59 
0,0256 51,91 22,70 0,0227 41,41 — 11,18 
0,0238 51,27 22,06 0,0220 43,29 — 7,25 
oO Versuche bei héherer Temperatur. (3 Minuten auf dem Drahtnetze.) 
0.0248 | 53,79 24.58 0,0246 46,35 — 0,70 
i. 0,0240 53,25 24,04 0,0240 46,78 + 0,34 
zt 1) Auf 1 Mol Harnstoff sind zur Berechnung des Alkaliverbrauchs 


6 Mol NaOH in Rechnung zu ziehen. 
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Es zeigte sich, daB bei gewéhnlicher Temperatur ein Fehler | jis 
13°, zu verzeichnen ist, wihrend bei héherer Temperatur (Erhit/«. 
auf dem Drahtnetz) die Versuchsergebnisse den berechneten Wert 
gleichen. 


Eine weitere Versuchsreihe aus unserem Versuchsprotokoll, | 
-suchsrethe 2, wird hier angefiihrt, um auch die Ergebnisse beim Arbeit« 
mit einer n/2 Bromlauge (n/l in bezug auf NaOH) anzufiihren. 


Versuchsreihe 2. 
a) Leerversuch. 
50 ccm n/2 Bromlauge, 50 cem n/1 Salzsaure. 
Zum Zuriicktitrieren verbraucht 
19,14 cem n/l NaOH. 
b) Versuche mit Harnstoff. 





Zum 


= ‘ —— eee Versuch N in % . 
— - g pe ater = Saabeenel, Gefunden berechnet 46,62 Febler 
arnsto n/10 NaOH cemn/l0NaOH = & Harnstoff gefunden: in Ip N 


Versuche bei gewdhnlicher Temperatur. (3 Minuten). 


0,1606 33,40 | 14,26 0,1426 41,47 — 11,07 
0,1639 33,35 14,21 0,1422 40,46 — 13,21 
Versuche bei héherer Temperatur. (3 Minuten auf dem Drahtnetze.) 
0,1431 33,42 14,28 0,1429 46,64 +. 0,04 
0,1101 30,20 11,06 0,1107 46,91 + 0,62 
0,0970 28,84 9,70 0,0970 46,70 + 017 


Wir haben urspriinglich die Bestimmung in einer anderen Form 
vorgenommen, indem die Bromlauge unmittelbar vor der Einwirkung 
auf die Harnstofflésung hergestellt und bei der Durchfithrung mit 
n/10 Salzsiure und n/10 Natronlauge gearbeitet wurde. 


In einen Erlenmeyerkolben wurden je 30 cem bis 50 cem n/10 NaOH 
gebracht, mit einer bestimmten Menge Wasser verdiinnt, etwa 0,2 g bis 
0,3 g NaBr zugesetzt, 20 cem gesittigtes Bromwasser und dann die Einwage 
(es wurde mit Stammlésungen gearbeitet) hinzugefiigt. Nach einer Ein 
wirkungsdauer von 5 Minuten bei gew6hnlicher Temperatur — unter 6fterem 
Umschwenken — oder auf dem Wasserbade wurde ein UberschuB an titrierter 
Salzsiure zugesetzt, das Brom durch Kochen verjagt und der Saureiiber 
schu8B mit n/10 Lauge zuriicktitriert. Der Leerversuch wurde unter den 
selben Versuchsbedingungen durchgefiihrt. In der folgenden Tabelle, Ver 
suchsreithe 3, sind nur die Differenzen der Titrationsergebnisse zwischen 
Versuch und dem entsprechenden Leerversuch verzeichnet. 

Da bekanntlich in der Bromlauge bzw. im Bromwasser sich die Reak 
tionen 


2 NaBrO = 2 NaBr + O, bzw. 2HBrO = 2 HBr + O, 
abspielen, so geniigt nicht die Kenntnis der von vornherein zugesetzter 


Lauge, sondern es ist auch hier von Fall zu Fall das Ergebnis des Leer 
versuchs in Abzug zu bringen. 
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Versuchsreihe 3. 
a) Leerversuch. 


n 7 . . ry , 
10cem n/10 NaOH, 20 ccm gesittigtes Bromwasser, 40 ccm Wasser. 


n se . . - 
Zam Zuricktitrieren verbraucht cem n/10 NaOH = 0,30. 


b) Versuche mit Harnstoff?). 





" : : Versuch pore 7 P Versuch , = 
Harnstoffeinwage in g — Leers erechn. Harnstoffeinwage in g = Leere berechn. 

ius einer Stammlésung versuch 46,62 aus einer Stammlésung versuch 46,62 

gefund.: : gefund. 


Versuche bei gewéhnlicher Temperatur.. Versuche bei héherer Temperatur. 


(5 Minuten.) (5 Minuten auf dem Wasserbade. ) 

10,16 = 37,01 12.92 | 47,06 

10cem = 001282 g 10,14. 36.94 l0cem=0,01282g 12,87 46.88 
10,47 37,96 12,95 | 47,17 

17,12 | 31,19 25,66 46,73 

20cem = 0,02564 g 20,14 3668 20cem= 0,02564g 25,69 46,79 
18,89 34,41 25.71 46,83 

28,24 37,12 38,46 46,63 

20cem = 0,035 525g | 27,74 37,51 30ccm = 0,038 46g 38.43 46,66 
27,09 36,48 38,32 46.53 


In der nachsten Versuchsreihe 4 wird eine andere Stammlésung an- 
gewendet; auch wird der jeweiligen Menge des Harnstoffs die Menge der 
n/l10 Natronlauge angepaBt. Bei diesen wie auch bei den Versuchen der 
vorhergehenden Versuchsreihen wurden stets 20ccm Bromwasser zu- 
gesetzt, so daB in allen Fallen das Brom in Uberschu8 war. 


Versuchsreihe 4. Versuche mit Harnstoff?). 





Harnstoffeinwage in g ' Versuch ly) N berechnet 46,62 
; a sc ( 
aus einer Stammlésung com n/l0 NaOH — Leerversuch gefunden: 


Versuche bei gewéhnlicher Temperatur. (5 Minuten.) 


16,76 39,19 
20 ccm = 0,01997 g 30 cem 17,03 40,07 
16,35 38,24 

Versuche bei héherer Temperatur. (5 Minuten auf dem Wasserbade. ) 
10,07 47,10 
10 cem = 0.009 985 g 20 eem 9.99 46,72 
9,97 46,61 
20,00 46,77 
20cem = 0,019,97 g 30 cem 20,02 46,82 
20,01 46,80 
29,95 46,69 
30 com = 0,029 995 g 40 ccm 30,14 46,99 
30,16 47,02 


1) Bei diesen und folgenden Versuchen bzw. den entsprechenden Leer- 
versuchen betrug das Reaktionsvolumen stets 100 ccm, z. B. 40 ccm 
n/10 NaOH, 20cem Bromwasser, 10ccm Harnstofflésung und 30 ccm 
Wasser, oder 40 cemn/10 NaOH, 20 cem Bromwasser, 20 cem Harnstoff- 
lésung und 20 cem Wasser usw. 

2) Von der Angabe von Leerversuchen, die von Fall zu Fall vor- 
genommen werden muBten, wird hier abgesehen. 
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Wie bereits in der empfohlenen Ausfiihrungsweise (s. 8.121) he: 
gehoben wurde, erwies sich ein Zusatz an Natriumbromid zwecks leich 
Zersetzung der Bromlauge als vorteilhaft. Die im folgenden angefiil 
Versuche (Versuchsreihe 5) zeigen aber, dai auBer der bekannten 
schleunigung der Zersetzung auch die Reaktion 2 NaOBr = 2 NaBr 
zuriickgedrangt wird. Im iibrigen waren noch weitere Méglichkeiten « 
giinstigen Wirkung des Natriumbromidzusatzes in Erwigung zu zi 

Die angefiihrte Beschleunigung der Reaktion durch den Nat: 
bromidzusatz ist praktisch wesentlich, da man auf diese Weise in ki 
Zeit zu negativen Methylrotproben, d. h. zur bleibenden Rotfarbung | 
Zusatz einer Methylrotlésung kommt, wiahrend ohne einen Zusatz « 
kleinen Menge Natriumbromid gréBere Erhitzungsdauer und zeitw: 
Verdiinnen mit Wasser notwendig ist. 


Versuchsreihe 5. 
eomn/lONeaOH. -..... WW; | 100 eem 
verdiinnt mit Wasser. . 60, - Reaktions- 
ccm gesiittigtes Bromwasser. 20, — | volumen. 
Nach 5 Minuten (bei gewohnlicher Temperatur bzw. auf dem Was 
bade) wurden 30 cemn/10 HCl zugesetzt und gekocht. 





Versuche bei Versuche bei 
gewdhnlicher Temperatur hiherer Temperatur 
(5 Minuten) (5 Minuten auf dem Wasserba 


Ohne NaBr-Zusatz. 
Zuriicktitriert mit 
n/l10 NaOH ... 10,13 10,10 10,13 10,13 10,42 | 10,41 | 10,43 
Gesamtn/l0NaQH = 30,13 30,10 30,13 30,13 3042 30,41 30,43 
Gesamt n/10 HCl . 30.00 30.00 30.00 30,00 30,00 30,00 30,00 


Differenz ...... 013) 010 013! 0.13. 042! 041! 0.43 
Mit NaBr-Zusatz. 





Zuriicktitriert mit 

n/l0 NaOH .. 9.99 10,02 10,02 10,03. 10,27 | 10,22 10,26 
Gesamtn/1l0NaOH | 29,99 30,02 30,02 30,03 30,27 30,22 30,26 
Gesamt n/10 HC}, 30,00 30,00 30.00 30,00 30.00 30,00 30,00 


Differenz ...... «. A 0,02, 0,02; 0,03 | 0,27) 0,22] 0,26 


Ammoniumsulfat, -nitrat und -chlorid. 

Das beschriebene Verfahren ist der Hauptsache nach bei Harnsto 
versucht worden, da sich hier, wie bereits angedeutet wurde, der Fa!! 
kompliziert. Versuche, die mit Ammoniumsulfat, Ammoniumnitra' 
und Ammoniumchlorid zur Ausfiihrung gelangten, wobei ebenfal! 
sowohl der ,,warme Weg wie auch der ,,sogenannte kalte Weg, wii 
dabei wieder einerseits mit gesdltigtem Bromwasser, andererseits auc! 
mit n/10 oder n/2 Bromlauge, durchgefiihrt wurden, zeigten die A: 
wendungsmoglichkeit der alkalimetrischen Hypobromitmethode auc! 
fiir die Ammoniakbestimmung. Einige Versuche werden im nac! 
folgenden wiedergegeben. (Versuchsreihe 6, 7, 8.) 





Harnstoffbestimmung. 


Versuchsreithe 6*). Ammoniumsulfat. 





Einwage in g ba 1 Versuch N berechnet 21,21 
aus einer Stammlosung com njl0 NaOH — Leerversuch gefunden 
Versuche bei gewdhnlicher Temperatur. (5 Minuten.) 
27,90 19.33 
30cem = 0,050 59 g 40 cem 29.15 20.18 
30.08 20.80 


Versuche bei héherer Temperatur. (5 Minuten auf dem Wasserbade. ) 
18,87 21,31 
10 com = 0,031 012 g 30cem 18.56 20,96 
18,82 21,26 
28 24 21,26 
l5eem = 0,046 518 g 40cecm 28,31 21,32 
28 20 21,23 


Ammoniumnitrat. 





* ; Versuch ° N berechnet 17,57 
com n[10 NaOH — Leerversuch gefunden : 


Einwage in g 
aus einer Stammlosung 


Versuche bei héherer Temperatur. (5 Minuten auf dem Wasserbade.) 
6.85 17,77 
10 cem = 0,013 504 g 40 ccm 6,85 17,77 
6,97 18.08 
13.51 17,56 
20 cem = 0,027 003 g 40 cem 13,58 17,61 
13.66 17.71 
20,35 17,58 
30 cem = 0,04051 g 40cem 20,26 17,51 
20,26 17.51 


Ammoniumchlorid. 





Einwage in g , Versuch 9/) N berechnet 26,19 
aus einer Stammlosung ccm njl0 NaOH — Leerversuch gefunden: 


Versuche bei héherer Temperatur. (5 Minuten auf dem Wasserbade. ) 
13,00 26,35 

10 cem = 0,017 28 g 40cem 12.97 26,29 
12.99 26,33 


Versuchsreihe 7. a) Leerversuch. 
Als Leerversuch diente der Leerversuch der Versuchsreihe 1 (s. oben). 


b) Versuche mit Ammoniumsulfat. 





- . Zuri Zum Versuch : N in % ¢ 
Einwage in g Zuriicktitrieren __y cerversuch | Gefunden g — perechnet 21,21 Fehler 
Ammonsulfat verbraucht ccm cem n{l0 NaOH Ammonsulfat : in lp N 


nfl0 NaOH gefunden 


Versuche bei gewdhnlicher Temperatur. (3 Minuten.) 
0,0404 53,92 24,71 0.0408 21,42 + 0,99 
0,0482 58,77 29,56 0,0488 21,48 + 1,02 


1) 1 Mol NH, entspricht 3 Mol NaOH; 1 Mol NH,Cl entspricht 
4 Mol NaOH. 
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Versuchsrethe 8. 
a) Leerversuch. 
Als Leerversuch diente der Leerversuch der Versuchsreihe 2 (s. oben 


b) Versuche mit Ammonsulfat. 





‘i i Zuri core re Versuch : N in % | 
ems = rt g vealaamadne adie —Leerversuch Gefunden g | berechnet 21,21 Fehler 
Ammonsul fat a NaOH com n/1 NaOH Ammonsulfat gefunden: in 


Versuche bei gewohnlicher Temperatur. (3 Minuten.) 

0.2136 32,17 13,03 0,2152 21,32 + 0,52 

0,2129 32,06 12,92 0,2143 21,31 +- 0.47 

Wie die angefiihrten Versuche zeigen bei den Ammonium 
salzen und beim Harnstoff, fielen die Ergebnisse, die bei héherer 
Temperatur durchgefiihrt wurden, in vielen Fillen etwas zu hoch 
aus, was wahrscheinlich auf einem gréBeren Hypobromitzerfall beruht 
Die Resultate fallen iibereinstimmend richtig nur dann aus, wenn 
man unter den médglichst gleichen Versuchsbedingungen arbeitet. 
Andert man diese auch nur im geringen Mafe gegeniiber den Bedin. 
gungen des Leerversuches, so zeigen sich schon Versuchsfehler, indem 
meistens zu hohe und auch untereinander nicht iibereinstimmende 
Resultate erhalten werden. 


Harnstoffnitrat. 

Es soll in dieser Mitteilung auch das entsprechende Verhalten 
des Harnstoffnitrats angefiihrt werden, und zwar nicht nur, weil dieser 
Verbindung eine gewisse technische Bedeutung zukommt, sondern 
auch, weil es sich hier um Amino- und Nitratstickstoff handelt. Dic 
Ergebnisse sind in der Versuchsreihe 9 zusammengestellt. 


Versuchsrethe 9"). 
Versuche mit Harnstoffnitrat. 





Einwage in g Harnstoffnitrat cem n/l0 NaOH Versuch %) Harnstoff-N berechnet 22,72 


aus einer Stammlésung — Leerversuch gefunden: 
Versuche bei hdherer Temperatur. (5 Minuten auf dem Wasserbade. ) 
10,01 | 22,66 
10 cem = 0,017 68 g 20 eem 10.01 22.66 
10,00 22,63 


30,26 22,85 
30 cem = 0,053 058 g 50 ccm 30,48 22,99 
30,40 22,93 


1) Bei der Berechnung des Alkaliverbrauchs bei Versuchen mit Harn- 
stoffnitrat kommen natiirlich 7 Mol NaOH in Betracht, und zwar auf 1 Mo! 
Harnstoff 6 Mol NaOH und 1 Mol NaOH fiir 1 Mol HNO,. 
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Harnstoffbestimmung. 


Wir haben auch bei anderen stickstoffhaltigen Verbindungen (z. B. 
Guanidin- und Rhodansalzen, Biuret, Oxamid) die ,,alkalimetrische 
Hypobromitmethode™ tiberpriift und werden in einem anderen Zu- 
sammenhang dariiber berichten. 


SchluBbemerkungen. 

Der Verlauf der Reaktion zwischen Ammoniak bzw. Harnstoff 
und Hypobromit kann auch durch folgende Schreibweise der Reaktions- 
gleichungen gekennzeichnet werden: 

2NH, + 6 NaOH + 3 Br, = 6 NaBr + 6H,O + N, 

CO(NH,), + 6 NaOH + 3 Br, = 6 NaBr + 5 H,O + CO, + Ny. 

Es ist ersichtlich, daB auf diese Weise, insbesondere wenn wir 

komplizierteren Fall des Harnstoffs in Betracht ziehen, sémtlich« 

 bisher eingeschlagenen analytischen Wege zum Vorschein kommen. 

1. Azotometrisches Verfahren (Messung des Stickstoffs). 

Jodometrisches Verfahren (Messung des Broms). 

Kohlensdure-Verfahren (Messung der Kohlensiure). 

Alkalimetrisches Verfahren (Ermittlung des Alkaliverbrauchs). 

Aus der Gleichung ergibt sich eigentlich ein weiterer noch 
nic ht Aeeoohaltie ner Weg, naimlich der der Bestimmung des Natrium- 
bromids {unter Beriicksichtigung eines Leerversuches})]. 

Das beschriebene alkalimetrische Hypobromitverfahren fiihrt nicht 
nur bei Ammoniak, sondern, was wichtiger ist, auch bei Harnstoff zu 


giinstigen Resultaten. AuBerdem leistet die Methode gute Dienste 
fir die Deutung des Stickstoffausfalls bei der azotometrischen Hypo- 
bromitmethode. Wir werden in Kiirze tiber Versuchsergebnisse einer 
diesbeziiglichen Studie berichten. 


1) Es kénnte dabei das jodometrische Verfahren von Ditz und 
Margosches herangezozen werden. 





Blutgasanalysen. 


XIII. Mitteilung, 
Der Einflu8 von «-Strahlen auf Himoglobin und Blutkérperchen. 


Von 
H. Straub und KI. Gollwitzer-Meier. 
(Aus der medizinischen Klinik der Universitat Greifswald.) 
(Eingegangen am 24, Dezember 1922. 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Unsere Untersuchungen!) iiber die Kohlensiiurebindungskurven 
von hamolysiertem Blute und von Suspensionen menschlicher rote: 
Blutkérperchen in isotonischen Salzlésungen haben uns zu der Vor- 
stellung gefiihrt, dai der Verlauf dieser Kurve weitgehend durch 
die elektrischen Ladungen der Phasengrenze beeinfluBt wird. Bei 
geeigneter und schonender Behandlung der Lésungen fiihrt das Ver 
halten der Phasengrenzkrifte zum Auftreten charakteristischer Un 
stetigkeiten der Kohlensiiurebindungskurven bei Wasserstoffzahlen de 
Suspensionsfliissigkeit, die durch die Versuchsbedingungen eindeutig 
definiert sind. Nur dann, wenn durch entsprechende Versuchsanordnung 
z. B. durch Suspension in isotonischer Rohrzuckerlésung oder durch: 
Durchleiten konstanten oder faradischen Stromes durch die Lésung 
die Doppelschicht an der Phasengrenze zerstért wird, ergibt sich ei 
stetiger Verlauf der Kohlensiurebindungskurve, der sich mit de: 
Formeln des Massenwirkungsgesetzes formal in Einklang bringen lift 
Unsere bisherigen Untersuchungen haben eine Reihe von Faktorei 
aufgedeckt, die den Entladungsvorgang des Himoglobins und de! 
Blutkérperchen begiinstigen, so daB die den Entladungsvorgang an- 
zeigende Unstetigkeit der Bindungskurve schon bei mehr basische: 
Reaktion auftritt. In unseren friiheren Mitteilungen haben wir ein 


1) H. Straub und Kl. Meier, diese Zeitschr. 89, 156, 1918; 90, 305, 191s; 
98, 205, 1919; 98, 228, 1919; 109, 47, 1920; 111, 45 und 67, 1920. 
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i\eihe von Griinden beigebracht, die fiir die Deutung der von uns beob- 
achteten Anderungen des Verlaufs der Kohlensiurebindungskurve im 
sinne eines Entladungsvorgangs sprechen. In einer der friiheren 
Mitteilungen haben wir auch gezeigt, warum das scheinbar eindeutigste 
Verfahren zu endgiiltiger Entscheidung der Frage, namlich der Kata- 
phoreseversuch, im vorliegenden Falle versagt. Der zur Priifung der 
Wanderungsrichtung im elektrischen Potentialgefille notwendige Durch- 
gang konstanten Stromes durch die zu untersuchende Lésung iibt 
nimlich nach unseren Feststellungen eine polarisierende Wirkung auf 
die Phasengrenze aus und verindert dadurch die zu priifende Kigen- 
schaft der elektrischen Doppelschicht der Phasengrenze. Dagegen 
muB es unschwer gelingen, die negativ geladenen Hamoglobinpartikel- 
chen oder die intakten roten Blutkérperchen durch BeschieBung mit 
positiv geladenen @-Strahlen zu entladen. Tritt unter der EKinwirkung 
von @-Strahlen dieselbe Anderung der Bindungskurve ein, wie wir sie 
als Begiinstigung des Entladungsvorgangs in unseren friiheren Ver- 
suchen aufgefaBt hatten, so kann unsere Deutung dieses Kurven- 
verlaufs als eines Ausdrucks der Ladungsvorgiinge an der Phasengrenze 
als erwiesen gelten. Durch eine Reihe von Versuchen haben wir uns 
iiberzeugt, dafS diese Annahme zutrifft. 

Zwei verschiedene «-Strahler fanden zu diesen Versuchen Ver- 
wendung. Beide verdanken wir der Liebenswiirdigkeit von Herrn 
Professor Herweg, damals Assistent am physikalischen Institut der 
Universitat Halle a. S., dem wir auch an dieser Stelle fiir seine freund- 
liche Unterstiitzung bestens danken. Bei den ersten Versuchen be- 
nutzten wir gasférmige Radiumemanation. Das in einer fest ver- 
schlossenen Glasflasche iiber einer stark radioaktiven Lésung eines 
Radiumsalzes stehende Gas wurde vorsichtig in eine etwa 100 ccm 
isotonischer Kochsalzlésung haltende Flasche tibergesaugt und durch 
Schiitteln in dieser zu médglichst ausgiebiger Absorption gebracht. 
Die so stark radioaktiv gemachte Kochsalzlésung wurde teils unver- 
diinnt, teils mit gew6hnlicher Kochsalzlésung verdiinnt zu den Ver- 
suchen verwendet, indem gewaschene rote Blutkérperchen in ihr 
suspendiert wurden. Die gasférmige Radiumemanation ist ein reiner 
a-Strahler. Sie zerfallt ziemlich rasch, ihre Halbwertszeit betrigt 
3,85 Tage. Da also die Strahlungsintensitat, d. h. die Zahl der 
#-Emissionen, sehr rasch abnimmt, sobald das Gas von der radioaktiven 
Lésung abgetrennt ist und sich nicht stets erneuern kann, muBten die 
Versuche so rasch wie méglich nach Herstellung der radioaktiven 
Lésung beendigt werden. Dann konnte man auch sicher sein, daB sich 
noch nicht in nennenswerten Mengen solche Zerfallsprodukte der 
Emanation gebildet hatten, die andere Strahlen aussenden. Der erste 
der drei mit diesem Priparat angestellten Versuche wurde 6 Stunden 
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nach Herstellung der Lésung angestellt, der zweite 24, der drit: 
30 Stunden nach der Bereitung. Die Voraussetzung, daB es sich }.i 
den Versuchsergebnissen um reine Wirkung von «-Strahlen von au-. 
reichender Intensitat handelt, ist durch diese Versuchsanordnuny 
ausreichend erfiillt. Die Blutkérperchen waren in der mit radioaktive 
Gas gesittigten Kochsalzlésung suspendiert, kamen also mit de) 
Strahlern in unmittelbare raumliche Beriihrung. 

In einer zweiten Versuchsreihe verwendeten wir als a«-Strahler 
das Radium F (Polonium), das ebenfalls ein reiner «-Strahler ist uni 
durch einmalige o«-Strahlenemission in das nicht mehr nachweislich 
radioaktive Radiumblei zerfallt. Das Auftreten anderer Strahlenarte:, 
als der verlangten o-Strahlen war also durch diese Versuchsanordnuny 
vollkommen ausgeschlossen. Das Radium F wurde von Herrn Professo: 
Herweg aus der radioaktiven Lésung elektrolytisch bei geeignete: 
Spannung des elektrolysierenden Stromes (1 Volt) auf einem Platin- 
draht niedergeschlagen. Da das Polonium sehr langlebig ist (Hall. 
wertszeit 136 Tage), war eine in Betracht kommende Abschwachuny 
der Strahlung wahrend der Versuchsdauer nicht zu befiirchten, da de: 
letzte unserer Versuche am 26. Tage nach Herstellung des Polonium 
niederschlags angestellt wurde. Der mit dem radioaktiven Element 
beschickte Platindraht wurde an einem Drahtbiigel in die Achse de- 
bei unseren Versuchen gebrauchten Tonometers gebracht, in dem dic 
Blutlésungen mit Atmosphiren bekannter Kohlensiurespannung in 
Gleichgewicht gebracht wurden. Durch besondere Versuchsanordnung 
muBte darauf Bedacht genommen werden, daB die Lésung von den 
a-Strahlen getroffen wurde. In Luft von 15° und 760 mm Barometer- 
druck betragt nimlich die Reichweite der von Radium F emittierten 
a-Strahlen nur 3,85 cm. Wir verwendeten deshalb zu diesen Versuchen 
ein besonderes zylindrisches Tonometer von nur 3cm Durchmesser 
im Lichten. Da sich der radioaktive Draht in der Achse dieses Tono- 
meters befand, erfolgte also die Bestrahlung durch eine Luftschicht 
von knapp 1 cm hindurch. Die «-Strahlen dringen in die Fliissigkeit 
fast gar nicht ein, sondern werden schon in den oberflachlichsten 
Schichten absorbiert. Es mute deshalb dafiir gesorgt werden, dal; 
sich dem strahlenden Draht nur eine sehr diinne Fliissigkeitsschicht 
gegentiber befand und daB die Oberfliche dieser Fliissigkeitsschicht 
standig wechselte. Bei Rotation des horizontal liegenden Tonometers 
im Wasserbade war diese Bedingung vorziiglich erfiillt, da sich die 
Fliissigkeit in ganz diinner Schicht in einem Kreisring um die Innen- 
flache der Tonometerwand herumlegte und bei der Rotation ihre Ober- 
flache standig und sehr rasch veranderte. So war dafiir gesorgt, da} 
alle in der Fliissigkeit befindlichen Teilchen sehr rasch und sehr gleich- 
maBig in den Wirkungsbereich der a-Strahlen gelangten. 
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Blutgasanalysen. XIII. 13l 


I. Die Wirkung von Emanation auf rote Blutkérperchen. 
> 


In einem Versuche, der 24 Stunden nach Bereitung der radioaktiven 
Losung angestellt wurde, suspendierten wir in physiologischer Koch- 
salzlésung mehrfach vorgewaschene menschliche Erythrocyten in einer 
Verdiinnung unserer radioaktiven Lésung mit 4 Teilen isotonischer 
Kochsalzlésung. (Tabelle 1, Abb. 1, Punkte, gestrichelte Kurve.) 
Die Kurve verliuft so, als wiren die Blutkérperchen in gewohnlicher, 
nicht radioaktiver Kochsalzlésung suspendiert. Die Unstetigkeit, der 
Knick der Bindungskurve liegt wie in unseren friiheren Versuchen 
mit gew6hnlicher Kochsalzlésung bei der Wasserstoffzahl p, = 6,67. 
Der Zusatz der Emanation in dieser Konzentration ist also ohne jeden 
KinfluB auf den Verlauf der Bindungskurve. Bei dem zweiten Versuche, 
der 6 Stunden nach Herstellung der radioaktiven Lésung angestellt 
Py 40° 62° 58 ax 6.10 
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Kohlensaurebindungskurven von Suspensionen roter Blutkérperchen in isotonischer Kochsalz- 

lésung mit Zusatz von Radiumemanation. Tabelle 1 bis 3. Abszisse: Kohlensaurepartialdruck 

in Millimetern Hg. Ordinate: Kohlensaurekapazitat in Volumprozenten. Schraffiertes Dreieck 

am Unterrande: physikalisch absorbierte Kohlensaure. Die von der linken unteren Fcke aus: 
gehenden Kurven verbinden Punkte gleicher Wasserstoffionenkonzentration. 


wurde, wurden die gewaschenen Blutkérperchen in einer Verdiinnung 
1:2 der radioaktiven mit gewoéhnlicher Kochsalzlésung suspendiert. 
Da der Versuch friiher nach Bereitung der radioaktiven Lésung an- 
gestellt wurde, war diese noch starker aktiv als in den spiteren Ver- 
suchen, die Radioaktivitait darf also in diesem Versuche fast doppelt 
so stark angenommen werden, als in dem vorangehenden. Der Versuch 
(Tabelle 2, Abb. 1, stehende Kreuze, ausgezogene Kurve) la6t nun 
einen deutlichen EinfluB der o@-Strahlen auf den Verlauf erkennen. 
Die Entladung ist deutlich begiinstigt, sie tritt viel friiher, namlich 
schon bei p, = 6,87 auf. Nach Uberschreitung des Knicks verlauft 
die Bindungskurve lingere Zeit so weiter, daB nur durch physikalische 
Absorption entsprechend dem steigenden Partiardruck weitere Kohlen- 


9° 


132 H. Straub u. KI. Gollwitzer-Meier: 


siure in die Lésung geht. Bei p,, = 6,63 tritt dann der zweite Kni 
auf, den wir friiher als den Ausdruck positiver Aufladung aufgefa 
hatten. Da wir diesen Knick in unseren fritheren Versuchen mit Suspe: . 
sionen von Blutkérperchen in nicht radioaktiver isotonischer Koc! 
salzlésung bei Wasserstoffzahlen bis 6,46 noch nicht hatten auftret: 
sehen, ist also nicht nur der Verlust der negativen Ladung, sonder) 
auch die positive Aufladung durch die «-Strahlen der Radiumemanati«; 
begiinstigt. In dem dritten Versuche endlich, der 30 Stunden nac/; 
Herstellung der radioaktiven Lésung angestellt wurde, gebrauchte: 
wir die unverdiinnte aktive Lésung zur Suspension der Blutkérperche, 
Trotz des inzwischen eingetretenen Verlustes an Aktivitat ist demnac', 
in diesem Versuche noch immer die starkste aktive Lésung vorhande 
Die Kurve (Tabelle 3, Abb. 1, liegende Kreuze, punktierte Kuryv: 
verlauft nun bis zu den héchsten untersuchten Werten, namlich bis 
zu der Wasserstoffzahl p, = 6,65 vollkommen stetig. Es ist vielleicht 
kein Zufall, da®B sie in ihrem Verlaufe gerade die oberen Eckpunkte 
der beiden Knicke der vorhergehenden Kurve beriihrt und so den Winke| 
jedes der beiden Knicke gerade ausgleicht. Dieser stetige Verlavf ist 
es, der in eine dem Massenwirkungsgesetz ensprechende Formel 
bracht werden kénnte. Ebensolche Kurven hatten wir erhalten, wenn 
wir Suspensionen von Blutkérperchen in nicht radioaktiven Kochsalz- 
lésungen vor der Analyse mit konstantem oder faradischem Stron 
durchstrémten, oder wenn wir statt der Kochsalzlésung zur Suspension 
isotonische Rohrzuckerlésung verwendeten. Wir hatten in diesen 
Versuchen den Kurvenverlauf als Ausdruck dafiir aufgefaBt, daB dic 
an der Phasengrenze angenommene elektrische Doppelschicht gestér 
und dementsprechend der Entladungsvorgang begiinstigt wird, sv 
daB dieser nun nach Art des Massenwirkungsgesetzes erfolgt. Wir 
sehen nun, daB unter dem entladenden EinfluB der «-Strahlen derselbe 
Kurvenverlauf wieder auftritt. Die drei Versuche ergeben also einen 
je nach der Konzentration der radioaktiven Lésung abgestuften Einflu(i 
Schwache Lésung ist ganz ohne Einflu8 auf den Kurvenverlauf. Ganz 
dasselbe hatten wir auch bei Priifung des Einflusses verschiedene: 
Kationen auf den Kurvenverlauf gefunden. Wenn wir nur wenig« 
Natriumionen der Suspensionsfliissigkeit durch andere Kationen ersetzt 
hatten, blieb eine Wirkung auf den Kurvenverlauf aus. Starker kon 
zentrierte radioaktive Lésung begiinstigt den Entladungsvorgang uni 
die positive Aufladung. Beide Unstetigkeiten der Bindungskurv: 
treten schon bei basischerer Reaktion auf. Durch konzentrierte Lésuny 
endlich wird die Doppelschicht von vorn herein entladen, und di 
Kurve nimmt nun den stetigen, ungeknickten Verlauf, der zu erwarter 
wire, wenn das Massenwirkungsgesetz auf diese Vorgange anwendbai 
ware. 
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If. Die Wirkung der «-Strahlen von Radium F (Polonium) 
auf rote Blutkérperchen. 


Setzt man eine Suspension roter Blutkérperchen in nicht radio- 
aktiver isotonischer Kochsalzlésung 25 Minuten der Wirkung der 
Poloniumemissionen aus (Tabelle 4, Abb. 2, Punkte, ausgezogene 
Kurve), so veriindert sich der Kurvenverlauf eindeutig. Die Kurve 
heginnt wie bei nicht bestrahlten Suspensionen, indem sie zunichst 
rasch ansteigt, um bald in eine Richtung einzubiegen, die eine Mehr- 
bindung fast ausschlieBlich durch physikalische Absorption anzeigt. 
Aber schon bei der Wasserstoffzahl p, = 6,91 tritt der Knick auf, 
der die Entladung anzeigt. Uber ein liangeres Kurvenstiick wird dann 
Kohlensiure nur entsprechend der physikalischen Absorption gebunden 
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Abb. 2. 
Kohlensaurebindungskurven von Suspensionen roter Blutkérperchen in isotonischer Kochsalz 
lésung, nach Bestrahlung mit Radium F. Tabelle 4 bis 8 


bis bei der Wasserstoffzahl 6,68, also wiederum sehr vorzeitig, der zweite 
Knick auftritt, den wir als den Ausdruck positiver Aufladung betrachten. 
Genau denselben Kurvenverlauf ergibt ein zweiter Versuch (Tabelle 5, 
Abb. 2, stehende Kreuze, strichpunktierte Kurve), bei dem die Suspen- 
sion 30 Minuten lang bestrahlt wurde. Die beiden Knicke liegen bei 
Py = 6,88 (6 Punkte) und 6,68, also an iibereinstimmender Stelle wie 
im vorangehenden Versuche. Wird dagegen die Blutkérperchen- 
suspension vor Beginn des Versuchs linger, 2 Stunden, bestrahlt. 
so nimmt die Bindungskurve einen anderen Verlauf. Sie steigt jetzt 
wesentlich allmahlicher an, bleibt dann aber in ihrer gleichmafig an- 
steigenden Richtung, statt in die kaum ansteigende Richtung einzu- 
biegen, die in den vorangehenden Versuchen eine fast rein physikalische 
Absorption angezeigt hatte (Versuch 6, Abb. 2, liegende Kreuze, punk- 
tierte Kurve). Wieder geht die Kurve, wie wir das schon bei den Ver- 
suchen mit Emanation gefunden hatten, gerade am oberen Ende des 
ersten Knicks vorbei. So bleibt die Kurve, stetig weiter ansteigend, 
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bis zur Wasserstoffzahl p, = 6,70, um dort unstetig anzusteigen. / 


der Stelle also, wo die beiden kurz bestrahlten Kurven den zweit: 

Knick gezeigt hatten, ist in dieser linger bestrahlten Blutprobe ebe: 

falls noch ein Knick vorhanden, den wir demnach als den Ausdruc| 
der unstetigen positiven Aufladung der Kérperchen auffassen miisse: 

Bei etwas lingerer Bestrahlung, 24 Stunden (Versuch 7, Abb. 2 
Ringe, gestrichelte Kurve), scheint auch diese Aufladung stetig, nicht 
mehr mit einem Knick der Bindungskurve zu verlaufen. Die Kury 
lauft nur unbedeutend tiefer als die vorangehende, dieser vollkomme: 
parallel, indem sie beide Knicke stetig tiberbriickt und stetig weite: 
lauft, dauernd stark ansteigend, bis zu dem héchsten analysierte:: 
Werte, der bei p, = 6,66 liegt. Auf genau derselben Kurve wie in 
diesem Versuche liegen auch die Werte des nichsten (Versuch 8, Abb. 2 
Pfeile) die nicht bis zu hohen Kohlensiurespannungen, sondern nui 
bis zur Wasserstoffzahl p, = 6,82 verfolgt wurden. Die Ergebnis» 
dieser Versuche iiber die Wirkung der Strahlen von Radium F aut 
Blutkérperchensuspensionen in physiologischer Kochsalzlésung stimme: 
also mit den bei Bestrahlung durch Emanation erhaltenen vollkommen 
iiberein. Bei kurzdauernder Bestrahlung ergibt sich eine Verschiebung 
der Unstetigkeit der Bindungskurve auf bedeutend basischere Werte. 
also eine Begiinstigung der Entladung und ein ebenfalls vorzeitiges 
Auftreten der zweiten Unstetigkeit, die eine positive Aufladung de: 
zuerst negativ geladenen, dann entladenen Blutkérperchen anzeigt 
Bei langer dauernder Bestrahlung wird die negative Ladung der Blut- 
kérperchen an der Phasengrenze von Anfang an zerstért, die Kurve 
iiberbriickt die erste Unstetigkeit stetig, indem der Kurvenverlau! 
einen den Formeln des Massenwirkungsgesetzes entsprechenden Gang 
bekommt. Die positive Aufladung dagegen erfolgt noch unstetig bei 
derselben Wasserstoffzahl wie in den kurz bestrahlten Proben.  Erst 
bei noch linger fortgesetzter Bestrahlung scheint auch die positive Auf 
ladung einen stetigen Verlauf zu bekommen, indem auch der zweit: 
Knick nunmehr iiberbriickt wird. 


Ill. Die Wirkung der «-Strahlen von Radium F (Polonium) 

aul die Kohlensiurebindungskurve himoliysierten Blutes. 
Genau in derselben Weise, wie das in den vorangehenden Ver 
suchen mit Blutkérperchensuspensionen in physiologischer Kochsalz 
lésung geschehen war, wurde in den nunmehr zu schildernden Ver 
suchen durch Saponin haimolysiertes Blut der Wirkung der a-Strahlen 
von Radium F ausgesetzt. An nicht bestrahltem Hamolyseblut zeig' 
die Kohlensiurebindungskurve je eine Unstetigkeit bei den Wasser 
stoffzahlen’ p, = 7,00 und 6,391). Bei den hier mitgeteilten Be 


1) H. Straub und KI. Meier. diese Zeitschr. 90, 305, 1918. 
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sirahlungsversuchen haben wir uns mit der Feststellung des Verlaufs 
der Bindungskurve im Bereich der ersten Unstetigkeit begniigt und 
den Verlauf nicht bis zu so sauern Werten verfolgt wie in den friiheren 
\ersuchen, da sich dies, wie die Versuchsergebnisse zeigen, als iiber- 
fliissig erwies. Im ersten Versuch (Versuch 9, Abb. 3, Kreuzringe, 
punktierte Kurve) wurde das himolysierte Blut im Tonometer nur 
20 Minuten bestrahlt und dann der radioaktive Draht entfernt. Die 
Kurve verlauft von allem Anfang an durchaus abweichend von dem 
an nicht bestrahlten Proben gefundenen Verlauf, vielmehr allmihlich 
und gleichmaBig ansteigend, ohne in eine nahezu horizontale Richtung 
einzubiegen. Die kritische Wasserstoffzahl von p,, = 7,00 wird stetig 
iiberschritten, und zwar in einer Héhe von etwa 76 Vol.-Proz. Kohlen- 
siuresittigung, also bei einer Kohlensiuresattigung, die wir in unseren 
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Abb. 3. 
Kohlensaurebindungskurven von hamolysiertem Blut nach Bestrahlung mit Radium F. 
Tabelle 9 bis 13, 


friiheren Versuchen an nicht bestrahlten Proben als dem oberen Ende 
der dort auftretenden Unstetigkeit entsprechend gefunden hatten. 
Schon bei so kurz dauernder Bestrahlung ist also an Stelle der Un- 
stetigkeit ein stetiger Kurvenverlauf getreten. Auch weiterhin verliuft 
die Bindungskurve stetig, leicht ansteigend, bis zu der Wasserstoff- 
zahl p,, = 6,78, bei der nun plétzlich eine unstetige Mehrbindung von 
Kohlensaure erfolgt. Der Kurvenverlauf laBt keinen Zweifel dariiber, 
daB es sich hier um den zweiten Knick handelt. Wie bei den Blut- 
kérperchensuspensionen, so erfolgt also auch am hiimolysierten Blut 
zunichst noch bei kurzdauernder Bestrahlung die positive Aufladung 
unstetig, sprungweise, auch wenn die Entladung schon einen stetigen 
Verlauf nimmt. Im Versuch 10 wurde die Bestrahlung iiber langere 
Zeit, 1 Stunde, ausgedehnt (Abb. 3, Punkte, punktierte Kurve). Die 
gewonnenen Werte liegen im Rahmen der Fehlerbreite der Methode 
auf derselben Kurve wie die des vorangehenden Versuchs. Wieder 
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wird der erste Knick stetig tiberbriickt, wieder ist die zweite Unstetigke: 
noch erhalten und liegt bei derselben Wasserstoffzahl wie im voran 
gehenden Versuche (p,, = 6,77). Wird die Bestrahlung auf 5 Stunde: 
ausgedehnt (Versuch 11, Abb. 3, Ringe, ausgezogene Kurve), so ergib 
sich wiederum ein vollkommen stetiger Kurvenverlauf, wobei di 
Kurve nur unbedeutend niedriger liegt als die vorangehenden. De 
Versuch 12, bei dem ebenfalls 5 Stunden lang bestrahlt wurde, gib 
einen eine Spur steiler ansteigenden Kurvenverlauf; vermutlich wai: 
das verwendete Blut abnorm reich an Himoglobin. Der letzte bestimmt: 
Punkt liegt bei p,, = 6,79, und es bleibt zweifelhaft, ob er noch in 
stetigen Kurvenzuge liegt oder als Ausdruck der Unstetigkeit zu be 
trachten ist, die in den Versuchen 9 und 10 an dieser Stelle beobachte' 
wurde. Leider wurde die Kurve nicht weiter verfolgt. Der Versuch 1:3 
endlich (Abb. 3, Pfeile, ausgezogene Kurve), bei dem 6 Stunden lang 
bestrahlt wurde, laBt keinen Zweifel, daB bei ausreichend langer Bx 
strahlung auch die zweite Unstetigkeit verschwindet, so daB auch dic 
positive Aufladung stetig erfolgt. Der Kurvenverlauf wurde in diesen 
Versuch bis zu der Wasserstoffzahl 6,68 verfolgt. 

Genau wie bei den Waschversuchen ergibt sich also auch bei den 
Versuchen an hamolysiertem Blute, daB zunichst durch kurzdauernde 
Bestrahlung der Ladungsvorgang in der Weise begiinstigt wird, dal; 
an Stelle des ersten Knicks ein stetiger Kurvenverlauf tritt, der dic 
Stufe des Knicks iiberbriickt. Der zweite Knick, der als Ausdruck 
positiver Aufladung aufgefaBt wird, tritt schon bei p, = 6,78 auf. 
die Aufladung wird also begiinstigt. Bei ausreichend tangdauernder 
Bestrahlung wird schlieBlich auch diese zweite Unstetigkeit stetig 
iiberbriickt, der zweite Knick aufgehoben. 

Unsere mit zwei verschiedenen «-Strahlern, Emanation und 
Radium F, und an zwei Objekten, naimlich an Hamoglobin und an 
gewaschenen roten Blutkérperchen, angestellten Versuche haben also 
durchaus iibereinstimmend das erwartete Ergebnis gehabt. Die 
a-Strahlen, die bekanntlich aus zweifach positiv geladenen Helium- 
kernen bestehen, wirken auf die negativ geladenen Hamoglobinpartike! 
und auf die ebenso geladenen roten Blutkérperchen entladend. Durch 
diesen Entladungsvorgang wird die charakteristische zweimalige Un- 
stetigkeit der Kohlensiurebindungskurve beeinfluBt. Bei kurzdauernder 
oder schwacher Bestrahlung treten zunichst beide Unstetigkeiten bei 
deutlich basischeren Werten auf als an unbestrahlten Proben. Der 
Entladungsvorgang ebenso wie der Vorgang der positiven Aufladung 
werden also begiinstigt. Bei intensiverer Bestrahlung wird zunichst 
der erste Knick beseitigt. An seine Stelle tritt ein stetiger Kurven- 
verlauf, wihrend die zweite Unstetigkeit, der Ausdruck der positiven 
Aufladung, noch erhalten bleibt. Bei noch stiarkerer Bestrahlung 
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endlich wird auch die zweite Unstetigkeit beseitigt. Auch der Vorgang 
der Aufladung wird nun stetig. Als Angriffsort der Wirkung der 
y-strahlen nehmen wir die elektrische Doppelschicht an der Phasen- 
graze an. Die Wirkung der schwicheren Bestrahlung fassen wir als 
eine Verminderung des Phasengrenzpotentials durch Herabsetzung 
der negativen Beladung der inneren Flaiche der Doppelschicht auf. 
Den bei stirkeren Bestrahlungen gefundenen stetigen Gang der Bin- 
dungskurve fassen wir als den Ausdruck der volligen Aufhebung des 
Grenzpotentials auf. Mit Beseitigung der Doppelschicht kénnen nun 
die Vorgange der Entladung und Ladung ebenso vor sich gehen, wie 
das nach der Theorie der elektrolytischen Dissoziation zu erwarten 
ware, d. h. entsprechend der Formulierung des Massenwirkungsgesetzes 
Da die Bindungskurve vor der Bestrahlung diesen stetigen Gang nicht 
aufweist, sehen wir in unseren Untersuchungen einen neuen Beweis 
fir die groBe Bedeutung der elektrischen (Helmholtzschen) Doppel- 
schicht an der Phasengrenze fiir die Deutung dieser Vorgiinge. An dic 
Eigenschaften dieser Doppelschicht glauben wir eine Reihe der wich- 
tigsten Lebensvorgiinge gebunden, da sich die von uns beobachteten 
Vorginge gerade in dem biologisch wichtigen Gebiete der Wasserstoff- 
ionenkonzentration abspielen. 


Zusammenfassung. 

Die Wirkung der positiv geladenen a«-Strahlen der Radiumemana- 
tion und des Radiums F (Polonium) auf Hamoglobin und auf Suspen- 
sionen roter Blutkérperchen in isotonischer Kochsalzlésung ergibt 
eine charakteristische Verainderung der Kohlensiurebindungskurve. 
Die beiden an unbestrahlten Lésungen beobachteten Unstetigkeiten 
treten nach schwacher Bestrahlung bei basischerer Reaktion auf als 
an den unbestrahlten Proben. Bei intensiverer Bestrahlung wird zu- 
nachst die erste, bei noch starkerer Bestrahlung schlieBlich auch die 
zweite Unstetigkeit durch einen stetigen Kurvenverlauf iiberbriickt. 

Die positive «-Strahlung begiinstigt also sowohl die Entladung 
als die positive Aufladung der urspriinglich negativ geladenen dispersen 
Phase. Die Ubereinstimmung des Kurvenverlaufs mit den bei fritheren 
Untersuchungen als Folgen bestimmter Eingriffe beobachteten Kurven 
hestaitigt unsere damals gegebene Deutung dieses Kurvenverlaufs 

Als Angriffsort der Wirkung der a-Strahlen betrachten wir dic 
elektrische Doppelschicht an der Phasengrenze. Erst nach deren Ver- 
nichtung ergibt sich ein stetiger Verlauf der Bindungskurve, wie er 
nach dem Massenwirkungsgesetz zu erwarten wire. Das Vorhandensein 
der Unstetigkeit bei Verhaltnissen, die den physiologischen weitgehend 
entsprechen, beweist die groBe biologische Bedeutung der elektrischen 
Doppelschicht an der Phasengrenze fiir wichtige Lebensvorginge 











138 H. Straub u. KI. Gollwitzer-Meier: 


Versuchsprotokolle. 


= () 
; 


l, 


1. Blutkorperchen, gewaschen in isotonischer NaCl-Lésung + E 
nation 4: 1. 24 Stunden nach Bereitung der radioaktiven Lésung. Ab! 
Punkte, gestrichelte Kurve. 

CO,-Spannung 40,5 60,5 100,9 135,5 164,6 193,2 232.5 

‘ - . 29,2 38,3 j 50,6 5% j io 

CO,-Kapazitiit = 38,2 46,1 50,6 53,1 64,1 69.2 
4 | 30,5 44,7 47,6 53,3 66. 
5 7,10 7,02 6,85 6,74 6,66 6,67 6.60 
r 7,12 6,84 6,71 6,66 ( 
Knick 

2. Blutkoérperchen, gewaschen in isotonischer NaCl-Lésung En 
nation 2: 1. 6 Stunden nach Bereitung der radioaktiven Lésung. Abb 
stehende Kreuze, ausgezogene Kurve. 

CO,-Spannung . 34,9 70,1 117,9 187,5 225,6 261,2 
¥ ie 32,0 42,7 57,9 67,1 68,7 85,4 
CO,-Kapazitat Sey . ’ ‘ , ‘ 
ity 1282 38,6 57,7 66,7 69,0 82,4 
p { 7,20 6,99 6,87 6,70 6,62 6.64 
7 | 7,15 6,95 6,87 6,70 6,62 6,63 
Kniek Knick 


3. Blutkérperchen, gewaschen in isotonischer NaCl-Lésung 
nation, unverdiinnt. 


Abb. 1, liegende Kreuze, punktierte Kurve. 
CO,-Spannung 43,5 88,8 103,0 123,3 193,9 
CO,-Kapazitat . {372 52,6 56,5 62,3 78,6 
Z | 37,6 
a Coes { 7,16 6,97 6,93 6,88 6,76 
ie 2 


4. Gewaschene Blutkorperchen. 
Abb. 2, Punkte, ausgezogene Kurve. 


Ema- 


245,7 
81,3 


6,65 


30 Stunden nach Bereitung der radioaktiven Lésung. 


25 Minuten bestrahlt mit Radium F. 


CO,-Spannung . 37,3 72,5 109,2 123,3 142,4 199,8 244.6 
ne pos 42,7 46,4 57,9 64,5 65,2 67,1 88, | 
CO,-Kapazitat , ’ ; ‘ ° 4 
salt | 58,4 65,4 
p | 7.36 7,01 6.91 6,90 6,83 6,67 6.64 
H | 6,915 6,83 
Knick Knick 


5. Gewaschene Blutkérperchen. 
Abb. 2, stehende Kreuze, strichpunktierte Kurve. 





30 Minuten bestrahlt mit Radium F 


CO,-Spannung . 39,4 86,8 98,8 112,5 173,0 210,1 
. not 34,5 41,4 49,2 55,9 64,3 74,6 
CC ~ Z. | : , , b se > 
schnieaaiatiane 42,1 51,7 53,4 624 72,8 
Pp { 7,18 6,88 6,89 6,88 6,73 6,69 
. \ 6,89 6,91 6,86 6,71 6,68 
Knick Knick 
6. Gewaschene Blutkérperchen. 2 Stunden bestrahlt mit Radium IF 
Abb. 2, liegende Kreuze, punktierte Kurve. 
CO,-Spannung . 41,4 90.3.. 115,9 151,3 213.8 255,2 
‘0 _K moe { 42,7 56,5 64,3 71,0 2, 95,2 
OO EPS ege GE9' eRe 79,6 94,0 
i) j 7,24 6,99 6,93 6,84 6,73 6,71 
"s | 7,22 7,01 6,92 6,72 6,70 


Knick 
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7. Gewaschene Blutkorperchen. 
Abb. 2, Ringe, gestrichelte Kurve. 


21, Stunden bestrahlt mit Radium F. 


O,-Spannung . . 31,2 70,7 99,4 104,0 192.4 238.6 
- - 29,5 oe 54,2 56,6 73, 78,5 
CO,-Kapazitat jae, («het 4 BO... 40h 
2 | 31,1 57,4 81,1 
p { 7,22 7,01 6,93 6,92 6,73 6,65 
” | 7,24 6,93 6,67 


8. Gewaschene Blutkérperchen. 3 Stunden bestrahlt mit Radium F. 
Abb. 2, Pfeile, gestrichelte Kurve. 
CO,-Spannung . . 32,7 50,5 65,4 80,5 98,3 115,2 139,7 


O,-Kapazitat { 32,3 39,6 41,6 46,1 49,5 58,7 62,0 


| 31,0 3825 ° 643.8 62,5 
j 7,24 2 7,02 6,96 6,89 6,89 6,82 
Tr “7.04 6,82 


yf 
, . . . . . . 
Pa | 7,24 7,1 

9. Hamolyseblut. 20 Minuten | 
ringe, punktierte Kurve. 


vestrahlt mit Radium F. Abb. 3, Kreuz- 


CO,-Spannung 33,8 53,2 68,1 96,0 162,6 217,7 
‘ ii 47,8 59,1 59,5 73,2 82,6 96,5 
CO,-Kapazitat Tae : . “7 
—s | 61,6 72,6 81,3 92,5 

{ 1:36 7,26 7,15 7,07 6,87 6,79 

Pu - <a ore 6; ip 

| &» 16 1,07 6,86 6,78 

Knick 


10. Hamolyseblut. 1 Stunde bestrahlt mit Radium F. Abb. 3, Punkte, 


punktierte Kurve. 


CO,-Spannung . . 26, ’ 48,5 63,2 92,7 132,9 233,6 

- . ee 5, 49,7 59,3 72,3 77,9 99,6 
Oy Raprnin , a 512 61,1 72,9 77,8 

‘ ( 7,46 7,23 7,18 7,09 6,94 6,77 
. \ 7,44 7,24 7,19 7,00 6,94 Knick. 


11. Hamolyseblut. 5 Stunden bestrahlt mit Radium F. Abb. 3, Ringe, 


ausgezogene Kurve. 


CO,-Spannung . . 18,1 28,3 42,2 56,1 82,3 133,35  163,3 
= = 36,9 46,5 48,9 55,4 62,2 73,1 74,9 
CO,-Kapazitat Sun ‘ ’ ae spa ‘eae thes 
Reset | 35,9 43,0 53,7 61,5 71,3 77,0 
: ( 7,56 7,45 7,29 7,20 7.08 6,92 6,83 
Pu \ 7.55 7,42 7,18 7,07 6,90 6,84 
12. Hamolyseblut. 5 Stunden bestrahlt mit Radium F. 
CO,-Spannung . . . 38,2 49,3 75,7 185,2 205,6 
. 7 44,7 53,6 62,4 86,8 90.8 
‘O,- ‘ ziti | ’ ’ > > 
CO,-Rapasitat \ 60,5 84,4 88,8 
{ 7,30 7,25 7,12 6,83 6,80 
Pu a » 99 » mG 
| 7,10 6,82 6.79 


13. Hamolyseblut. 6 Stunden bestrahlt mit Radium F. Abb. 3, Pfeile, 
ausgezogene Kurve. 


CO,-Spannung 20,7 39,6 73,1 97,6 149,5  186,0 212.4 243.0 


. me 37,8 45,9 62,6 64,6 74,7 80,1 79,5 84,7 
('O,-Kapazitat ! , =e 
ms | 40,1 59,3 78.0 83,2 
p Be: Se | ey CR 6,87 6,79 6,72 6,68 
eo ee 7.11 6,78 6,67 





Uber die Nomenklatur der Proteasen. 


Von 
Carl Oppenheimer, Miinchen. 


(Eingegangen am 27. Dezember 1922.) 


Die Notiz von K. G. Dernby in dieser Zeitschrift, 8. 432, rithrt an 
Probleme, die weit iiber reine Benennungsinteressen hinausgehen: ex 
wiire tiberaus erwiinscht, wenn mau sich wirklich endgiiltig tiber dicse 
sachlichen und Benennungsfragen einigen kénnte. Da Dernby mich 
auch zitiert, sei es mir gestattet, dazu das Wort zu ergreifen. Ich habe 
in der dritten Auflage meiner ,,Fermente, die Dernby nennt, uni 
ebenso in der vierten nicht die ,,tryptischen Fermente‘ als Peptasen 
bezeichnet, sondern die peptidspaltenden, die man sonst auch Ereptasen 
nannte. Es geschah dies nach einer Ubereinkunft mit Abderhalden 
der diesen Namen benutzt hatte. Ich wollte eigentlich, um Verwirruny 
zu vermeiden, den Namen Peptasen, den Vines fiir die pepsinahnlichen 
Pflanzenfermente eingefiihrt hatte, fiir die ganze, wohlcharakterisiert« 
Gruppe der Proteasen wahlen, die in saurer Reaktion ihr Optimum 
haben und Peptide nicht angreifen. Da aber ,,Peptasen‘’ nun ohnehin 
schon doppelt gewahlt war, schloB ich mich Abderhalden an, in de: 
Hoffnung, daB der Name Peptasen fiir die pepsinahnlichen Fermente 
verschwinden wiirde. Leider hat ihn nun Lundin wieder hervorgeholt 
und nun ist die gefiirchtete Verwirrung fertig. 

Ich méchte mich also diesbeziiglich Dernby anschlieBen, da®B der 
Name Peptasen endgiiltig begraben wird. Ich halte aber die umstiind 
liche Benennung primare, sekundare und tertiire Proteasen fiir nicht 
rationell, und zwar aus sachlichen Griinden. Es sind sowohl die Try) 
tasen wie die Pepsinasen primdr, d. h. sie greifen das Proteinmolek ii! 
an, wenn auch in verschiedener Weise, anscheinend an verschiedenen 
Stellen. Es geht also nicht an, die Tryptasen als sekundir zu bezeichnen 

Es ist aber auch iiberfliissig, wenn man scharf definiert. Uni 
dies ist nicht nur eine Nomenklaturfrage, sondern eine sachliche. Ks 
dreht sich namlich um die Frage, welche Wirkung wir den Tryptasen 
zuschreiben wollen. Sind diese nur Proteasen, d. h. greifen sie den 
Pepsin analog nur die Bindungen an, welche aus den Peptiden da- 
Proteinmolekiil formen, oder sind sie auch gleichzeitig Peptidasen 
d. h. greifen sie auch Peptide an? Dernby scheint eher letzteres an 
zunehmen. Ich habe mich immer auf den Standpunkt gestellt, dati 
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zwar die betreffenden Prdparate, also ,,Trypsin‘: u. a., Peptide 
spuitende Fermente enthalten, dai} aber die Tryptasen als solche 
reine Proteasen sind. Ich gebe zu, daB ein exakter Beweis dafiir 
noch nicht erbracht ist; aber alle Analogien bei anderen Fermenten 
sprechen dafiir, da®B die beiden wichtigen Stufenreaktionen: die 


Proteinspaltung in Peptide, und die Spaltung der Peptide selbst 
in freie Aminosaiuren, von zwei ganz verschiedenen Gruppen von 
Fermenten katalysiert werden. Wir diirfen doch wohl mit Sicherheit 
annehmen, dais die Proteine etwas anderes sind als blobe Gemische 
von selbst noch so langen Polypeptidketten. Hier treten wohl 
Bindungen ganz anderer Art auf — _  vielleicht Nebenvalenz- 
bindungen —,; deren Lésung auch grundsitzlich anderer Ferment- 
gruppen bedarf. 

Dariiber eine provisorische Einigung herbeizufiihren, scheint mir 
sunachst das Wichtigste: dann kénnen wir auch leicht die betreffenden 
Fermentgruppen eindeutig bezeichnen. 

Mein Vorschlag geht dahin, zu unterscheiden: 

A. Eigentliche Proteasen. Spalten Proteine bis zur Peptidstufe. 

Greifen Peptide nicht an. 
1. Pepsinasen. Charakterisiert durch Optimum bei saurer 
Reaktion. 
2. Tryptasen. Charakteristikum ihr Reaktionsoptimum bei 
etwa neutraler Reaktion, py 6 bis 8. 
B. Peptidasen oder Ereptasen. Greifen Proteine nicht an, spalten 
Peptide bzw. Peptone. 

Zu den Pepsinasen gehéren auber dem klassischen Pepsin noch 
die bei saurer Reaktion wirkenden Gewebsfermente der tierischen und 
pflanzlichen Zellen und das Labferment. 

Tryptasen sind die Protein angreifenden Komponenten des Pan- 
kreassafts und aller Gewebsfermente. 

Peptidasen finden sich als Begleiter sowohl der Pepsinasen wie der 
Tryptasen im Pankreassaft, Darmsaft, sowie den Gewebsfermenten. 

Das Wort Peptasen fillt demgemaB weg. 

Es wire mir auch pers6nlich lieb, zu erfahren, ob auf dieser Basis 
eine Einigung méglich ist, da ich dann diese Nomenklatur in der dem- 
nichst beginnenden Neuauflage des Handbuchs der Biochemie kon- 
sequent durchfiihren wiirde. 





Eine einfache Methode 
der Kohlenstoffbestimmung in wisserigen Fliissigkeiten. 


Von 
)» Freund und G. Botstiber. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Krankenanstalt ..Rudolfstiftuiy: 


in Wien). 


(Eingegangen am 30. Dezember 1922.) 


Trotz der vielen Modifikationen, die die alte Messingersche M 
thode der nassen Kohlenstoffbestimmung durchgemacht hat, bliebe 
doch noch zwei Schwierigkeiten bestehen: die lange Dauer der Ver- 
brennung und die Kompliziertheit der Apparatur. Die Zeit betrag: 
bei Mancini!) 7 Stunden, es werden fiinf Natronkalkréhren als Ab 
sorptionsapparat verwendet, andere *) schalten zwischen Kolben wn 
AbsorptionsgefiB einen Verbrennungsofen, das Durchleiten kohlen- 
siiurefreier Luft allein beansprucht noch 2 Stunden. Zur vélligen 
Oxydierung benutzen einige dieser Methoden nach dem Chromat: 
baw. der Chromsiure, Kaliumpermanganat’). 

Es lag also nahe, dieses selbst als Oxydationsmittel zu verwenden 

Beziiglich der Apparatur war es von vornherein klar, da8 sie und 
die gesamten Reagenzien vorerst giinzlich von Kohlensiiure freigemach' 
werden muBten, bevor die zu untersuchende Substanz zugefiihrt wurd: 

Weiters erschien es der Einfachheit halber wiinschenswert, di: 
Kohlensiure in Natronlauge aufzufangen und zu diesem Zwecke war 
es wieder noétig, die destillierende Wassermenge zu beschrianken. 

Die Apparatur bestand demnach aus einem Kolben (1 Liter), der 
mit Tropftrichter und aufgesetztem Kiihler versehen war, dessen 
Endrehr in einen Peligot fiihrte. Vor dem Tropftrichter und hinte 
dem Peligot waren Sicherheitsréhren zur Kohlensiureabsorption ge- 
schaltet, um einen kohlensdurefreien Luftstrom vor und nach der 
Zersetzung durch die Apparatur saugen zu kénnen. Trotz der stiirkeren 
Wirkung der konzentrierten Schwefelsiure ist es nicht méglich, diese 
zu verwenden, weil sich das Permanganat damit allzurasch zersetzt. 
um rationell zu wirken. Deshalb wurde verdiinnte Séure verwendet. 

In den Literkolben wurden etwa 300 ccm Wasser, 5g Perman- 
ganat und 50 ccm verdiinnte H,SO, zugegeben und !/, Stunde 


1) Mancini, diese Zeitschr. 26, 149. 
*) Tangl u. Kereszty, ebendaselbst 32, 266. 
3) Stepp, ebendaselbst 87, 135. 
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yekocht. Das geniigte, um die Reagenzien kohlensiurefrei zu machen 
Durch den entweichenden Wasserdampf wird gleichzeitig das Kolben- 
innere von Kohlensiure befreit. 

Der Kiithler wurde vor dem Ansetzen der Absorptionsapparate 
luftdicht verschlossen, der auskiihlende Kolben mit einem Natron- 
kalkrohr verbunden und so mit CO, freier Luft gefiillt. Nach dem 
Auskiihlen wurde noch 10 Minuten Luft durchgesaugt. 

Dann wurde die mit n/4 Na-Lauge gefiillte Peligotréhre angesetzt 
und die zu untersuchende Flissigkeit durch den Tropftrichter zugegeben. 

In Fallen starken Verbrauches des iibermangansauren Kalis 
wurde gegen Ende des Versuches noch etwas Permanganatlésung 
durch den Tropftrichter zugegossen. Um das Ende der Bestimmung 
zm erkennen, wurde nach Abnahme des ersten Peligots ein zweiter 
vorgeschaltet und noch kurze Zeit gekocht. 

Die Substanzmenge, die zur Verbrennung gelangte, betrug 5 bis 
7eg. Zunichst wurde eine Anzahl von Substanzen verbrannt, bei 
denen die notwendige Verbrennungsdauer ermittelt wurde. 

Harnsiure, Hippursiure, Weinsiure und Urate verbrannten rasch. 
Schon nach 1 Stunde war die Oxydation vollzogen. Versuche mit 
Benzoesiure, Asparagin, Asparaginsiiure gaben eine héhere, etwa drei- 
mal so lange Verbrennungszeit. 


Tabelle I. 





Berechneter Gefundener 
Art und Menge der Verbrennungs- ! Fehler 
Substanz dauer Wert in Prozenten 


cen Lauge 


Harnséiure . . 0.0537. ca, | Stde. 12,8 11,75 3 
a“ 0.0766 1 Stde. 18,2 17,4 15 

Urate . . . etwa6cg 5 Werte nach einer Stunde unter 

Weinsaure . . 0.1147 Stde. 24.5 24.0 0.7 
i . . 01500 Stde. 32,0 31,8 0.2 
2. . . 09,1769 Stde. Si, 37,35 0.3 


Tabelle I1. 

Benzoesiure . 0,0333 1 Stde- 15,26 11,7 16 

0,0605 1 Stde. 27,8 13,8 34 
0.0692 21, Stdn. 31.8 31.5 0.7 

0,0389 21), Stdn. 17,9 18,00 zu viel 

a 0,0253 3 Stdn. 11,6 11,6 0 
Asparagin . . 0,1137 ca. 3 Stdn. 33,25 32,95 08 
Asparayinsiure 0,1050 3 Stdn. 25,2 22,7 3,4 
. 0,0638 3 Stdn. 15,1 14.8 0.9 


Casein war vor 5 Stunden nicht verbrannt. Diese Zeitdauer 
wurde dann eingehalten und gab immer gute Resultate. Um eine 
kiirzere Zeit zu erzielen, wurden Versuche mit Kupfersulfat als Ka- 
talysator gemacht, aber ohne nennenswerten Erfolg. 
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Tabelle III. 





honey ye ee spi "om gure es —— 

0.0683 3 Stdn. 22,0 10,7 24,1 
CuSO, 

0.0538 4"), Stdn. 17,2 16,6 1,6 
CuSO, 

0.0363 geg. 4 Stdn. 11,5 10,9 25 


Nur bei der Verbrennung von Fettsiuren (Stearinsiiure) zeigt« e. 
sich, daB sie mit dem Wasserdampf fliichtig waren und im Kile: 
kleben blieben. Nach 5 Stunden waren kaum 50 % oxydiert. fk 
wurde versucht, die Fetttrépfchen mit Kieselgur aufzusaugen, abe: 
mit schlechtem Erfolg. 

Bei den Versuchen mit Fettsiuren waren diese der Fliissigkei: 
unléslich beigemengt. Verbrennungen von Serum, wo wiasserig: 
Lésungen desselben vorlagen, gaben aber gute Resultate, obwohl j: 
kleine Mengen Fett in ihm vorhanden waren. 

Genaue Versuche, den Sauerstoffverbrauch des Permanganats 71 
bestimmen und daraus den Kohlensiurewert zu errechnen, schluge 
fehl, denn auch verdiinntere Lésungen zersetzen sich selbst bei Ab 
wesenheit organischer Substanzen. 








Heterozyklische Verbindungen haben wir den Versuchen nich’ 
unterzogen, da ja die Absicht zugrunde lag, speziell fiir die medizini 
schen Zwecke der Harn- und Serumuntersuchung ein nasses Ver ut 
fahren einfacher Art zu erproben. li 
Wenn auch eine derartige Verbrennung 5 Stunden in Anspruc! } 
nimmt, so scheint uns diese Methode, da sie fast gar keine Aufsichi 
beansprucht, fiir medizinische Zwecke einer allgemeinen Verwendury V 
fahig. d 
Tabelle IV. v 
Caseinmenge | Verbrennungss | Kontrolls | Gefundener Fehler ‘ 
g dauer Wert in Prozenten . 
0,0665 5 Stdn. 21,3 20,9 — 0,9 I 
0,0363 re 108 10,9 +- 0,7 e 
0.0538 “ 17,7 17.9 +06 
0,0480 S 15,3 15,3 0 I 
0,0627 4 19,7: 1 35 — 0,4 N 
0,0844 geg. 5 Stdn. 270 | 268 — 04 f 
0,0598 5 Stdn. 18,7 18.4 —08 
2ccm Serum * ~ | 0,0097 || \lnsee __ 
peak . wa 0.0243 j Diff. = 02 d 
s 
') Der Kohlenstoffgehalt des Caseins war mittels gewéhnlicher Ver q 
brennung bestimmt worden. ‘ 
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Uber den unter dem Namen ,Oxyproteinsiure* beschriebenen 
Harnbestandteil. 


Von 
j. Freund und Anna Sittenberger- Kraft. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Krankenanstalt 
Rudolfstiftung Wien.) 


(Eingegangen am 30. Dezember 1922.) 


Eine im Jahre 1892 aus dem hiesigen Laboratorium publizierts 
Arbeit von Dr. Toepfer beschaftigt sich mit einem Reprisentanten 
des Extraktiv-N, wobei iiber dessen chemische Natur nichts ausgefiihrt 
wurde. 

Nach einer Publikation von Dr. Bondzynsky und Prof. Gottlieh, 
welche bei ihren Untersuchungen des Harns von mit Phosphor ver- 
vifteten Hunden die ,,Oxyproteinsiure‘‘. dargestellt haben, hat 
Dr. Toepfer seiner Substanz mit Riicksicht auf die gleiche Darstellungs- 
weise und die gleiche Beschaffenheit diesen Namen gegeben. Arbeiten 
iiber die Oxyproteinsiure, spiter die ,,Oxyproteinsiuren’:, veréffent- 
lichten in der Folge noch Ginsberg, Salomon und Saal, Dombrowsky, 
Kojo, Firth, Damask, u. a. m. 

Unsere Ansicht war es nun, daf} diese untereinander so stark 
verschiedenen Resultate dieser Arbeiten ihren Grund hauptsichlich in 
der UngleichmaSigkeit und manchmal Fehlerhaftigkeit der Darstellungs- 
weise haben miissen. Es resultierten daher méglicherweise ver- 
schiedene verunreinigte Produkte, welche zu den verschiedensten 
Schliissen und Beobachtungen Anlaf boten. 

Der Fehler der vorangegangenen Arbeiten schien uns in der 
Hauptsache darin zu liegen, daB bei der Fallung des zur Sirupdicke 
eingeengten Harns mit der vier- bis fiinffachen Menge Alkohol es 
nicht gelingt, Harnsiure, Xanthin, Kreatinin sowie alle mucinésen 
Substanzen zur Fillung zu bringen. Darauf mégen die hohen Werte 
fir N und § zuriickzufihren sein. 

Da von den meisten Autoren angefiihrt wird, da} das Verhiltnis 
des Oxyproteinsiiure-N zum Gesamt-N bei verschiedenen Krankheiten, 
speziell bei Karzinomen stark erhéht ist, bedienten wir uns aus- 
schlieBlich des Harns von karzinomatés Erkrankten als Ausgangs- 
material. 

Biochemische Zeitschrift Band 136. 10 
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Unsere Ausfiihrungen bewegten sich aus dem Grunde, Fehler 
vermeiden, die uns bei den bisherigen Arbeitsmethoden als uny 
meidlich erschienen, vorerst in qualitativer Richtung, um _ ei: 
méglichst praktischen ,,Gang‘‘ aufzufinden. Als erster Versuch wu: 
der sogenannte ,,Sublimatgang‘‘, beschrieben in einer Arbeit 
Dr. Freund und Dr. Fellner!), gemacht. Diese Methode erwies s 
trotz ihrer Vorziige fiir die Darstellnng als ungeeignet. Bei « 
zweiten Methode wurde ebenfalls Sublimat als Hauptreagens vy. 
wendet. Der Gang war kurz gefaBt folgender: Der Harn wurde |); 
sodaalkalischer Reaktion auf ein ganz kleines Volumen eingeeng: 
mit Mérner-Sjéquists Barytlésung?*) gefallt (Verhailtnis: 30cem Lésuny 
auf 100cem Harn) und mit dem dreifachen Volumen Alhohol und Ath« 
versetzt. Waschen des Niederschlags mit Alkohol, Zersetzung 1) 
1/,proz. H,SO,. Die so erhaltene Lésung enthalt jetzt noch: rest- 
lichen Harnstoff, Reste von Kreatinin, Harnsiure, Mucine, und endlic| 
die Oxyproteinsiure. Die Lésung wird auf ihren Wirkungswert gege 
HgCl,*) gepriift, bis die gewiinschte gelbe Modifikation des Harnstof! 
niederschlags‘) erhalten wird; gewohnlich wird dazu '/, des Volumen, 
gebraucht. Nachdem die berechnete Menge Sublimat zugesetzt ist, wird 
mit CH,.COONa im UberschuB versetzt; es fallen alle N-haltigen 
Substanzen und die Mucime in Form eines schleimigen Niederschlag 
im Filtrat bleibt nur Harnstoff und die Oxyproteinsiure. Das Filtra 
wird mit Na,CO, bis zur alkalischen Reaktion versetzt und es fill: 
ein reichlicher, gelber Niederschlag, wihrend das Filtrat sich als 
N-frei erweist. Die Hg-Verbindung des Harnstoffs ist in !/, pro: 
Kssigsiure léslich, wenn man den Niederschlag damit behandelt, geht 
der gréBte Teil glatt in Lésung. Ein kleiner, unléslicher Rest 
griindlichst gewaschen, stellt die Hg-Verbindung der Oxyproteinsaur: 
dar und kann nach Lésung in verdiinnter HCl und Zersetzung mit 
H,S durch einen Kjeldahi auf ihren N-Gehalt gepriift werden 
Resultate gut. 

Das Arbeiten nach diesen beiden Methoden erfordert ziemlich: 
Ubung und nur bei peinlichster Genauigkeit kann man zu quan 
titativen Resultaten kommen. Zu einer Darstellung der Oxyprotein 
siure eignen sie sich jedoch nicht, und zwar aus folgenden Griinden 

1. Schwierigkeit einer quantitativen Arbeitsweise bei Verwendun, 
von den erforderlichen groBen Mengen des Ausgangsmaterials. 

2. Schwierigkeit der Beschaffung der grofBen Mengen von 
Reagenzien wie Alkohol usw. 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 5 u. 6, 1902. 

2) 10- bis 15 proz. BaCl,-Lésung + Ba(OH),, 5g auf je 100ccm. 
3) HeiB gesaéttigte Loésung. 

4) Freund und Fellner, Hoppe-Seyler, 36. 
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Nach einigen Versuchen, den Harnstoff, dessen Trennung von 
Substanz sich im Laufe der Untersuchungen als die schwierigste 
eration erwiesen hatte, auf fermentativem Wege zu entfernen, 
vriffen wir auf eine, ebenfalls aus dem _ hiesigen Laboratorium 
ersechienene Arbeit von Dr. Toepfer') zuriick. Wir haben die dort 
erwahnte Arbeitsweise beibehalten, im Laufe der Arbeit modifiziert 
ind zu einem eigentlichen Ende gefiihrt; es wurde mit CuSo, als 
Hauptreagens gearbeitet. 

In folgendem sei unsere Darstellungsweise zuerst in Schlagworten 
zusammengefaBt und anschlieBend die dazu notwendigen speziellen 
}omerkungen gegeben. 

1. Einengen des Urins bei sodaalkalischer Reaktion. 

Fallung mit CuSO, -+- KOH. 

Kinleiten von CQg. 

Einengen des Filtrats (Wasserbad, Reaktion schwach alkalisch) 
Fallung mit Mercuri-Acetat. 

Auswaschen. 

Zersetzen des Niederschlags. 

Entfernen des H,S. 

Neutralisation mit Ba(OH),. 

10. Einengen auf sehr kleines Volumen. 

11. EingieBen in absoluten Alkohol. 

Ad 2. Die eingeengte Fliissigkeit wird von ausgeschiedenem 
NaCl und Na,CO, abfiltriert und mit CuSO, -+- KOH im UberschuB 
vefillt. Es gelingt mit einiger (bung, das Filtrat fast wasserhell zu 
erhalten, oft ist es leicht griin gefirbt. Dazu ist es notwendig, 
beide Lésungen 20 proz. zu wihlen und vorher durch einige Auswertungs- 
versuche in der Eprouvette den Verbrauch ungefihr festzustellen. 
Im allgemeinen wird ein Drittel des urspriinglich vorhandenen Harn- 
volumens an Cu SO,-Lésung verbraucht, um dem gewiinschten idealen 
Filtrate nahezukommen Das Filtrat ist frei von Alloxurkérpern, 
Kreatinin, Hippursiure, Urobilin und den Kolloiden. 

Ad 3. Um iiberschiissige KOH zu entfernen, wird ein CO,-Strom 
durch die Fliissigkeit geleitet. 

Ad 5. Das Filtrat wird bei essigsaurer Reaktion mit Mercuri- 
acetat gefallt. Der Fiallungsvorgang ist der iibliche. Fiir | Liter Harn 
wurden im allgemeinen 50 ccm der 20 proz. Lésung verwendet. Es 
gelingt aber auch bei sehr sorgfiltigem Arbeiten nicht, den Nieder- 
schlag frei von Harnstoffaillung zu erhalten, er ist anzusprechen als: 


die Hg-Verbindung der Oxyproteinsiuren -+ der Hg-Verbindung des 


Harnstoffs; letztere ist wohl durch sofortiges Auswaschen mit '/, proz. 


1) Centralb]. {. d. mediz. Wiss. 41, 1897. 
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Kssigsiure teilweise, vollstindig aber,erst aus der Barytfraktion 
entfernen. Bei einiger Ubung ist es aber zu verhindern, daB ally 
viel Harnstoff mitfallt und so die spitere Reinigung erschwert. 

Ad 6. Der Niederschlag, der lichtgelb gefirbt ist, wird an d 
Saugpumpe griindlich gewaschen, bis eine herausgenommene Pro!) 
des Waschwassers keine Cl-Reaktion mehr gibt. 

Ad 7. Um den Niederschlag zu zersetzen, hatten wir anfangli 
mit BaS gearbeitet, in der Meinung, uns dann die Uberfiihrung i) 
Barytsalz mittels Ba(OH), zu ersparen. Es lieB sich aber feststelle: 
daB beim Arbeiten mit BaS eine Zerstérung des leicht zersetzliche, 
Kérpers vor sich gehen miisse, da wir das Entweichen von N in 
Form von N H, feststellen konnten. Damit war die Verwendung voi 
Ba erledigt und wir arbeiteten ferner mit H,S in schwach saure: 
urspriinglich essig-, dann schwefelsaurer Lésung. 

Ad 8. Das Filtrat vom H,S-Niederschlag ist schwach goldge||) 
gefirbt. Den H,S in saurer Lésung wegzukochen, erwies sich als 
unmdéglich, weil damit eine Zerstérung der Substanz vorhanden ist 
Der dabei erlittene Stickstoffverlust wurde durch Bestimmunge: 
nach Kjeldahl kontrolliert. — Ein Teil des H,S ist aber weg. 
zubekommen, wenn man von der Pumpe einen Luftstrom durch di: 
Fliissigkeit saugt, der Rest wird durch Evakuieren itiber Atzkalk 
und H,SO, entfernt. Diese Methode hat auch den Vorzug, dab e- 
dabei gelingt, den gréBten Teil der Essigsiure zu entfernen. 


Ad 9. Das im Vakuum eingeengte Filtrat wurde mit Ba(OH), bis 
zur schwach alkalischen Reaktion versetzt, hierauf ein CO,-Strom durc|) 


die Fliissigkeit geleitet, um den iiberschiissigen Baryt zu entfernen 

Ad 10. Von BaSO, und dem abgeschiedenen BaCO, wurde al 
filtriert und das Filtrat auf dem Wasserbade auf ein ganz kleines 
Volumen eingeengt, 

Ad 11. welches in absoluten Alkohol eingetropft wurde. 

Der nunmehr erhaltene Niederschlag setzte sich sehr gut al 
war kérnig und leicht zu filtrieren: er war schwach gelb gefarbt und 
hatte nach dem Trocknen im Vakuum jenes Aussehen, wie es in de1 
Literatur beschrieben ist: er stellt ein schweres, sandiges, leich' 
gelbgefarbtes Pulver dar, welches unter dem Glasstab  knirscht 
Bei der Priifung der Kristallmasse auf ihre eventuellen anorganischen 
baw. organischen Beimengungen konnten wir BaCl, und Bariumacetat 
nachweisen. Die Herkunft dieser beiden liBt sich auf folgende Weis 
erkliren: Auch die griindlichste Waschung nach der Hg-Acetatfalluny 
entfernt nur das in der Lésung vorhandene, unverinderte Kochsal: 
denn: erstens entsteht aus einem Teil des NaCl bei der Fallung 
Sublimat, welches an der Fallung von Harnstoff beteiligt ist; diese 
fiihrt nach der Zersetzung und beim Hinzufiigen von Ba(OH), zu 
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Bildung von Ba Cl,, welches leicht wasserléslich, durch CO, nicht 
fillbar und alkoholunldslich ist. Zweitens scheint die Hg-Verbindung 
der Oxyproteinsaure eine komplexe zu sein; der Niederschlag besteht 
aus dem Hg-Salz und angelagertem Hg-Acetat; dadurch entsteht 
nach der Zersetzung und beim Hinzufiigen von Ba(OH), Barium- 
wetat, welches ebenfalls in Wasser leicht léslich, durch CO, nicht 
fallbar und alkoholunléslich ist. 

Reinigungsarbeiten. 

Die Reinigung der auf beschriebene Weise erhaltenen Barytsaize 
vestaltete sich Auberst schwierig, dazu kommt noch, da die Substanz 
sehr labil ist. Durch Evakuieren, wie in Punkt 8, S. 148 beschrieben 
velingt es nie, die Essigsiture vollstandig zu entfernen. Es hitte zu 
diesem Zweck die Fliissigkeit bei schwefelsaurer Reaktion bis fast 
yur Trockene eingeengt werden miissen, weil die Essigsiure infolge 
ihrer leichten Loéslichkeit in Wasser immer zuriickgehalten wird. Es 
seigte sich aber, dafs bei lingerem Behandeln in stark schwefelsauret 
Losung die Substanz scheinbar zersetzt wird. Wir versuchten also, 
einige Abhilfe dadurch zu schaffen, da wir schon zwischen Punkt 8, 
S. 147, und Punkt 9 eine Extraktion mit Ather durchfiihrten. Bei Ver- 
wendung des drei- bis vierfachen Volumens Ather ist die Essigsiiure 
gut zu entfernen, die Substanz wird dadurch unveriandert gelassen 
N-Kontrolle!). Weit schwieriger noch gestaltete sich die Entfernung des 


BaCl,, welche das Arbeiten mit einem Ag-Salz notwendig machten. Wir 


benutzten dazu frisch gefalltes, sorgfaltigst gewaschenes Ag,O. Die zahl 
reichen Operationen fiihrten nun aber bei den tiberaus geringen Mengen 
Substanz, wie sie beispielsweise aus 2 bis 5 Litern Harn zu erhalten 
waren, zu enormen Verlusten, und wir waren daher gezwungen, immer 
mehrere Portionen des noch verunreinigten Ba-Salzes zusammen- 
kommen zu lassen, um sie dann gemeinsam zu reinigen. Der Vorgang 
in seiner schlieBlichen Form sei wieder in Schlagworten zusammen- 
vefaBt und dann Punkt fiir Punkt niiher beschrieben: 
1. Auflésen der unreinen Fraktion in Wasser und Filtration 

Fallung mit Hg-Acetat. 

Zersetzung mit H,S. 

Evakuieren. 

Faillung mit Ag, 0. 

Zersetzung des Uberschusses mit H, 8. 

Evakuieren. 

Zersetzung des Baryts mit H,S 0, 

Extraktion mit Ather. 

Neutralisation mit Ba (OH),. 

Kinleiten von CQg. 

Einengen im Vakuum und EingieBen in absoluten Alkohol. 
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Ad 1. Das Barytsalz léste sich leicht in Wasser, ein geringer R 
blieb aber ungelést. In diesem lieB sich wohl kein N, aber S nachweis 

Ad 2. Die Lésung ist jetzt bereits sicher harnstofffrei. Mit 
neuerlichen Fallung mit Hg-Acetat bezweckten wir daher, das \ 
handene BaCl, ins Filtrat zu bekommen. Das bei der Reaktion 
BaCl, mit Hg-Acetat entstehende Sublimat mu ebenfalls ins Filt: 
gehen, da unsere Substanz bei essigsaurer, bzw. neutraler Reakti 
dadurch nicht gefallt wird. — Es entstand ein voluminéser, aber s 
feiner Niederschlag, der die Neigung zeigte, stiindig durchs Filter 
gehen. Es konnte daher nicht bis zur Chlorfreiheit des Waschwass: 
gewaschen werden, weil dadurch zu groBe Verluste entstanden wiire) 
somit war die Fallung mit Ag-Salz nicht zu umgehen. 

Ad 3. Die Zersetzung mit H,S8 erfolgte diesmal in essigsaur 
Losung. 

Ad 4. Der H,S wurde wie gewoéhnlich durch Ausblasen 
Evakuieren entfernt. 

Ad 5. Beim Behandeln mit frisch gefilltem Ag,O entstand ci: 
feiner Niederschlag von AgCl, der sich nach einigem Stehen gui 
filtrieren lieB. 

Ad 6. Um von _ iiberschiissigem Ag,O0, das in Wasser nicl 
unerheblich léslich ist, zu befreien, muBte die Fliissigkeit neuerding- 
mit H,S zersetzt werden. 

Ad 9. Nach dem Evakuieren zur Entfernung des H,S und 
Zersetzen des restlichen Baryts mit H, SO, wurde besonders sorgfialtiy 
mit Ather extrahiert, bis sich keine Essigsiure mehr nachweisen lic: 

Ad 12. Die im Vakuum bis auf ein ganz kleines Volumen cin 
geengte Fliissigkeit zeigte wieder einen feinen, schwebenden Niede: 
schlag und wurde daher vor dem EingieBen in absoluten Alkoli 
und absoluten Ather filtriert. Der Filterriickstand erwies sich wiede 
als N-frei und S-haltig. 

Gereinigte Barytsalze. 

Wir hatten bei genauester Einhaltung der beschriebenen Arbeits 
methode schlieBlich mehrere Portionen des gereinigten Barytsalz 
hergestellt, die zusammen aus etwa 150 Liter Harn gewonnen worde: 
waren. Sie wurden vereinigt, gemeinsam in wenig Wasser geléi- 
und wieder mit absolutem Alkohol und Ather gefillt. Das gereinigt: 
Barytsalz bildet einen weifen, flockigen Niederschlag unter Alkoho! 
der auch bei lingerem Stehen nicht kristallinisch werden will; er is 
schwer zu filtrieren und erscheint nach dem Trocknen im Vakuun 
als ein nur sehr schwach gelb gefirbtes, auBerordentlich leichte- 
Pulver, das der Mikroanalyse unterzogen wurde. 

Nachstehend folgen die Verbrennungsresultate, welche samtlic! 
auf mikroanalytischem Wege gewonnen wurden. Als Durchschnitts 
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werte sind anzugeben: C = 25,3, H = 4,43, N = 6,75, Ba = 29,38, 
QO = 34,14%. 
Es laBt sich daher fiir das Ba-Salz folgende Formel berechnen: 
C19 Hog Oyo No Ba 
nd fiir die freie Saure: 
Cro Hoe Or Ng. 

Mit der Substanz angestellte Proben: 

1. Die Substanz erwijes sich als schwefelfrei. Lassaignesche Probe 
wif S = negativ; auch beim Kochen mit Pb-Acetat in alkalischer 
Losung blieb die Fliissigkeit farblos. 

2. Dié Substanz. zeigte keine der charakteristischen Eiweib- 
reaktionen : 

Sie ergab eine negative Biuretreaktion. 
3 re Xanthoproteinreaktion. 
keine Farbung mit Millons Reagens. 
ea ~ ., Ehrlichs Diazoreagens. 
Fillung mit Hg Cl, + HCL. 
Spaltungsversuche. 
Um der chemischen Natur der Substanz niherzukommen, wurden 


Spaltungsversuche angestellt. 
Etwa 25mg der Substanz wurden in Wasser gelést, mit ver- 
dimnter H,SO, zersetzt und aus einem ganz kleinen Kolben mit 


winzigem Kihler abdestilliert. Der Kolbeninhalt farbte sich zuerst 
blutrot und dann braun, das Destillat wurde aufgenommen. Kolben- 
riickstand und Destillat wurden getrennt untersucht. 


A. Destillat. 

1. Es war von wasserheller Farbe und hatte einen ausgepragten, 
esterartigen Geruch. Ein paar Tropfen davon wurden im H,80,- 
Exsikkator eingetrocknet; es blieb ein geringer Riickstand, der unter 
dem Mikroskop Kristalle erkennen lieB und gegen Lackmus schwach 
sauer reagierte. 

2. leem wurde kjeldahlisiert und zeigte bei der NabBlerisation 
deutlich die Anwesenheit von N. 

3. Einige Tropfen wurden mit Alkohol und Ather im Uberschuf 
versetzt, es entstand eine feine Triibung, welche aber nicht faBbar war. 

4. Kinige Tropfen + AgNO, + Alkohol +4 Ather = keine Fallung. 

+-Hg Cl, + Na-Acetat == feiner weiber 
Niederschlag. 
sehr verdiinnte Fe Cl,-Loésg. = keine Farb- 
anderung. 
Millons Reagens = negativ. 
K MnO, keine Entfarb. 
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9. leem wurde mit Essigither im Uberschu8 gut durchgeschiit' 
und der abgegossene Essigither wurde zum Abdunsten gest 
Dabei blieb auf dem Uhrglas eine feine weiBe Schicht zuriick, 
unter dem Mikroskop deutlich Kristalle, Tetraeder, erkennen liet 

10. Da zu einer gewoéhnlichen Schmelzpunktsbestimmung 
wenig Substanz vorhanden war, versuchten wir sie auf mikroskopisch« 
Wege mittels elektrischer Heizplatte. Bei einer Stromstiirke vy) 
1,2 Amp. konnten wir deutlich das Schmelzen.der Kristalle beobacht«: 
die beim Erkalten wieder erschienen. 


11. leem wurde mit Ligroin ausgeschiittelt. Die Ligroinfrakti:, 


verhielt sich genau wie die Essigitherfraktion und zeigte den Schmel, 
punkt ebenfalls bei 1,2 Amp., das entspricht 260°. 


12. Der wisserige Riickstand, der nach dem Ausschiitteln mi: 
Essigiitther bzw. Ligroin zuriickblieb, wurde kjeldahlisiert und erwies 


sich in beiden Fallen als N-frei. 


B. Versuche mit dem Riickstand. 


1. leem der nach der Destillation im Kolben zuriickgebliebenc: 
Flissigkeit wurde kjeldahlisiert uud gab starke N-Reaktion. 

2. Die Furfurolreaktion auf Harnstoff nach Schiff war sta 
positiv. Eine gleichzeitig angestellte Reaktion mit der wiisserige: 
Lésung des Ba-Salzes war dagegen, wie zu erwarten, negativ. 


Diese Beobachtung deckt sich mit der von S. Edelbacher gv- 


machten Beobachtung, daB sich bei der Zersetzung von Oxyprotein 
siure Harnstoff bildet. Eine quantitative Wiederholung des Destills 


tion mit neuer Substanz ergab den N-Gehalt der Harnstoffreaktion 


mit 83,2°% des Gesamt-N. 


3. Die Chinonreaktion auf Aminosiuren war negativ. 


Zusammenfassung. 


1. Fir das dargestellte Ba-Salz wurde die Formel Cyp Hop Oy) No Ba, 
fiir die freie Saure die Formel Cy) Hy: O19 N, berechnet. 

2. Die Substanz erwies sich im Gegensatz zu den_ bisherige: 
Darstellungen als S-frei. 


3. Sie zeigte keine der charakteristischen EiweiBreaktionen. 

4. Sie lieferte bei der Spaltung einerseits eine N-haltige, organisch: 
Saure vom Schmelzpunkt 260°, andererseits Harnstoff. 

Dieses Resultat steht im Widerspruch zu den Angaben, die iib: 
die Oxyproteinsiure bei deren Entdeckung durch Bondzynsky un 
Gotilieh gemacht wurden, deckt sich aber mit der mittlerweile g 
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machten Beobachtung von S. Edelbacher }), da® sich bei der Zersetzung 
ler Substanz Harnstoff bildet. 

Die Substanz wurde urspriinglich als S-haltig und in ihrer 
Zusammensetzung, wie der Name sagt, den EiweiSkérpern nahestehend 
ungesehen. Der Vergleich der Methodik von damals und der eben 
beschriebenen laBt die Unterschiede begreiflich erscheinen, denn in 
illen friiheren Arbeiten ist auf die Entfernung der, den Eiwei®korpern 
nahestehenden und daher schwefelhaltigen Kolloidesubstanzen keine 
tiicksicht genommen. Es laBt dies auch begreiflich erscheinen, dal} 
bei der Modifikation der Methodik so verschiedene Formen der 
Oxyproteinsiure gefunden wurden, die sich vornehmlich durch den 
verschieden S-Gehalt, entsprechend der gréBeren oder geringeren 
Beimengung von Kolloiden, unterschieden. 

Bei der nunmehrigen Methodik ist aber die Ausfillung der 
Kolloide vollkommen durchgefiihrt und die Substanz, die resultiert 
zeigt noch immer die charakteristischen Eigenschaften der ,,Oxyprotein- 
siuren“ gegeniiber Barvt und Hg-Salzen, ist daher als der wichtigste 
Bestandteil des als ,,Oxyproteinsiiuren‘: urspriinglich bezeichneten 
Substanzen anzusehen. Das Ergebnis der Spaltungsversuche labt 
annehmen, daf die Substanz nicht den Eiweibkérpern, sondern viel- 
mehr dem Harnstoff nahesteht. 


1) Die Arbeit von S. Hdelbacher, Zeitschr. f. physiol. Chem., Juli 1922, 
die ebenfalls diese Frage behandelt, veranlaBt uns, die Resultate unserer 
Untersuchungen in Kiirze bekanntzugeben. Die Arbeit wurde bereits im 
Januar 1922 als Dissertation fertiggestellt. 





Darf in Gaswechselversuchen Pepton zur Verhiitung 
der Blutgerinnung verwendet werden? 


Von 
G. Kelemen. 
(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Budayx 


(Eingegangen am 31. Dezember 1922.) 


Respirationsversuche von kurzer Dauer (nach der Methode von 
Zuntz-Geppert ausgefiihrt) sind bei gleichzeitiger Bestimmung de 
Blutgase geeignet, so manche zurzeit noch strittige Frage zu klaren 
und es braucht wohl nicht hervorgehoben zu werden, dal die B 
stimmung des Gasgehalts am Blute, das nicht gerinnt, mit erheblich 
weniger Schwierigkeiten verbunden ist als am normalen Blute, da- 
bald in der eingebundenen Kaniile, bald in der zur Blutentnahm: 
verwendeten Pipette usw. gerinnt. Hirudin leistet in dieser Beziehung 
bekanntlich vorziigliche Dienste, ist aber gegenwirtig kaum zu 
erhalten, noch weniger zu erschwingen; es kénnte also vorteilhaft 
durch die weit leichter zugiinglichen Peptonpriaparate (bekanntlicl 
Albumosengemische) ersetzt werden, die, in die Blutbahn von Tieren 
eingespritzt, das Blut fiir mehrere Stunden ungerinnbar machen ! 
Nur fragt es sich, ob das Pepton den Stoffwechsel bzw. Gaswechsc! 
ginzlich unberiihrt la8t wie Hirudin, oder ihn irgend beeinflubt 
Im letzteren Falle ist das Pepton in Versuchen, in denen auch de1 
Gaswechsel bestimmt werden soll, nicht zu verwenden. 

Die einander widersprechenden Angaben der einschlagige 
Literatur?) sind nicht geeignet, die oben gestellte Frage zu ent 
scheiden; ich habe daher mit Erlaubnis von F. Tangl, unter desser 
Leitung das oben genannte Institut zu jener Zeit stand, noch in 
Jahre 1912 Versuche an Hunden angestellt, deren Veréffentlichun: 
bis nun aus verschiedenen Griinden unterblieben war. 


1) Schmidt - Miihlheim, Arch, f. [Anat. u.] Physiol. 1880, 8. 33 un 
Albertoni, Centralbl. f. med. Wiss. 1880, S. 577. 

*) Mehring und Zuniz, Pfliigers Arch. 15, 636, 1877 und 82, 173 
1883. J. Potthast, ebendaselbst 82, 280, 1883. Blachstein, Arch. f. [Anat. u 
Physiol. 1881, 8. 394. 
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Die Versuche wurden nach der von 7'angl seinerzeit beschriebenen 
Methodik*) ausgefiihrt, beziiglich deren hier nur so viel erwihnt sei, 
dal} das Versuchstier (Hund) tracheotomiert, durch intravenése Kurare- 
Kinspritzung gelahmt und kinstlich ventiliert wurde. Unter standiger 
Beobachtung von Koérpertemperatur und Blutdruck werden an jedem 
ficre erst eine Reihe von sogenannten Normalversuchen ausgefiihrt 
ind dann eine frisch bereitete 5 proz. Lésung von Merck schem Witte- 
pepton bei der Jugularis, und zwar in einer Menge eingefiihrt, daB pro 
| kg Kérpergewicht insgesamt 0,12 bis 0,36g Pepton entfielen. 

Die D.ten dieser Versuche, sieben an der Zahl, sind in den 
Tabellen am Ende des Textes enthalten, und ist aus ihren Ergebnissen 
folgendes zu ersehen. 

Am auffallendsten war die meistens ausgesprochene, bisweilen 
starke Abnahme des Sauerstoffverbrauchs. Berechnet man an jedem 
Tiere den mittleren Sauerstoffverbrauch erst vor und dann nach der 
Peptoninjektion und vergleicht die Mittelwerte untereinander, so 
ergeben sich die in nachfolgender Zusammenstellung  ersichtlichen 
Werte: 





O»-Verbrauch OvsVerbrauch 
Tie vor nach Anderung 
=_ der Injektion der Injektion in 


com pro |’ ccm pro I’ 


46,7 39,6 — 15,2 
52,4 47,1 10,1 
47,2 45,4 — 3,6 
71,9 51,6 — 28,2 
46,7 48,2 t+ 32 
49,9 45,2 — 9,4 
63.8 46.0 — 27,9 


1 
2 


tHe Co 


a> Oo 


Die Kohlensiureausgabe war ebenfalls nicht unveraindert geblieben, 
doch war ihre Anderung in den verschiedenen Versuchen keine gleich- 
sinnige; bald hatte sie ab-, bald wieder zugenommen. In allen Ver- 
suchen gestaltete sich jedoch die Anderung im Sauerstoffverbrauch 
und in der Kohlensiureausgabe derart, dai eine erhebliche Zunahme 
des respiratorischen Quotienten resultierte. 





fi Vor Nach “ai Vor Nach 
ier der Injektion der Injektion der Injektion der Injektion 


779 


0,699 0,796 5 O62 0,820 
0,661 0,779 j 0,738 0,820 
0,781 0,849 0,844 1,005 
0,749 0,831 





1) F. Tangl, diese Zeitschr. $4, 1, 1911. 





G. Kelemen: 


Man diirfte nicht fehlgehen, wenn man _ die 


Abnahme 
Sauerstoffverbrauchs mit der bisweilen 


sehr erheblichen Abnalh 
des Blutdrucks infolge der Peptoninjektion in Zusammenhang bri: 
Der Blutdruck betrug in Millimetern Hg: 





lie Unmittelbar 
nac — 
ting sr Inje n 
der Injektion der Injektion der Injektio der Injckt 


‘ l n 
ye Vor nmitt 
lier 


158 110 f 160 148 
127 64 ) 170 150 
81 74 131 110 
134 98 





k 


Nach alledem wird es nicht schwer fallen, aus obigen Versu 
ergebnissen den Schluf} zu ziehen, dai Pepton in Dosen, die geeigne 
sind, die Blutgerinnung zu verhiiten, den Gaswechsel erheblich ver- 
andert; daher in Versuchen, in denen der Gaswechsel bestimmt werd 
soll, Pepton nicht verwendet werden darf. 
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Chemisches iiber die Zugehorigkeit der Carotisdriisen 
zu dem Adrenalsystem. 


Von 


Zoltan Aszodi und Ludwig Paunz. 
\us dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat in Budapest). 


(Eingegangen am 31, Dezember 1922.) 


Uber die physiologische Bedeutung der Carotisdriisen ist zurzeit 


nur wenig bekannt, da auch neuere Untersuchungen zu vielfach wider- 
sprechenden Ergebnissen fiihrten. In diesen Versuchen war man teils 
bestrebt, die Zugehérigkeit der Carotisdriisen zum Adrenalsystem 
durch den Nachweis von Adrenalin zu erbringen, teils hatte man nach 
Ausfallserscheinungen gefahndet, die der Exstirpation der Driisen 
folgen sollten. 

So hatte Stilling') spater auch Ménckeberg*) an der Carotisdriise eine 
Braunfarbung durch doppeltchromsaures Kalium beobachtet, Mulon*) fand 
im Auszug der Driise die Vulpiansche Probe mit Eisenchlorid positiv, 
und sah auch an zwei Kaninchen die intravenése Injektion des Aus 
zuges der Driise von einer Blutdrucksteigerung gefolgt. Hingegen fanden 
Pende*), Tarozzi®) und Vassale®), daB die Reaktion mit doppeltchrom- 
saurem Kalium negativ ausfallt; ferner bestreiten Vassale und Massaglia 
den positiven Ausfal! der Vulpianschen Eisenchloridprobe, Frugoni’) die 
Steigerung des Blutdrucks. Von der Exstirpation der Carotisdriisen an 
Meerschweinchen sah Scaf/idi*) keinerlei Wirkung; Vassale an Katzen, sowie 
Lanzilotta®) und Massaglia™) nur eine voriibergehende Glucosurie, endlich 
Schmidt'') keinerlei Anderung im Blutdrucke und in der Adrenalinempfind- 
lichkeit. Betke!*) war es allein, der die Exstirpation der Carotisdriisen 
(an jungen Hunden und Katzen) von einem osteomolacischen Zustande 
sowie von einer eigentiimlichen Verinderung in der Milz gefogt sah, die 
unter zunehmender Kachexie zum Tode der Tiere fiihrten. 


1) H. Stilling, Lausanne 1892; zitiert bei Biedl. 

2) Ménckeberg, Zieglers Beitr. 38, 1905. 

3) P. Mulon, Arch. gén. méd. Nr. 52, 1904; zitiert bei Biedl. 
4) N. Pende, Milano, Soe. edit. libr. 1909; zitiert bei Biedl. 
5) Tarozzi, zitiert bei Biedl. 

6) G. Vassale, Pathol. 3, Nr. 70, 1911; zitiert bei Biedl. 

7) C. Frugoni, Policl. soc. med. 20, 1, 1913; zitiert bei Béedl. 
8) Scaffidi, zitiert bei Biedl. 

®) R. Lanzilotta, Arch. di Fisiol.; zitiert bei Biedl. 

10) A. Massaglia, Frankf. Zeitschr. f. Pathol. 18, 333, 1916. 
N) £.G. Schmidt, Ber. klin. Chir. 88, 301, 1914. 

12) Betke, Ber. klin. Chir. 95, 344, 1915. 
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Bei dicsem Stand der Dinge hielten wir es fiir ein niitzliches U; 
fangen, der Frage wenigstens durch solche Untersuchungen nih 
treten, durch die endgiiltig entschieden werden sollte, ob in den Carvtis 
driisen Adrenalin nachzuweisen ist oder nicht. Hierzu standen \ 
drei Wege offen: 

1. Nachweis durch die bekannten chemischen Reaktionen. 

» 

Gewebe dem Adrenalin gegeniiber. 
3. Nachweis auf Grund gewisser Erscheinungen an lebende: 
Tieren, denen man Adrenalin beibringt. 

Um Versuchsfehler nach Méglichkeit auszuschlieBen und unser 

Versuchstechnik zu kontrollieren, wurden 1. die chemischen Reaktione 


gleichzeitig auch an Nebennierenausziigen ausgefiihrt und wurde 2. da. 


Verhalten der iiberlebenden Gewebe, das zu unseren Versuchen dient: 
auch an den Nebennierenausziigen gepriift. 


Herstellung der wiisserigen Driisenextrakte. 

An soeben geschlachteten Pferden wurden die Carotisdriise: 
herauspripariert. Dies ging leicht vonstatten, da die an der Teilungs 
stelle der Carotis communis befindlichen 3 x 1 x 1 bis 8 x 6 & 4mm 
groBben Gebilde von weit ziherer Konsistenz sind als das umgebend 
Gewebe und aus diesem gleichsam herausgeschilt werden konnten 
Sie wurden, 25 bis 30 an der Zahl, sofort in 10 ccm des betreffende: 
Extraktionsmittels (destilliertes Wasser oder Ringerlésung oder 0.5 proz 
Kssigsiure) eingelegt und nach ihrer Beférderung ins Laboratoriu 
moéglichst steril mit Quarzsand verrieben. Nun wurde die Fliissigkeit 


auf 25ccm aufgefiillt, 24 Stunden lang geschiittelt, und entweder cet 
Spontan-Sedimentierung iiberlassen oder zentrifugiert. In %e Lccn 
der so erhaltenen Extrakte waren demnach die in der Kdilte losliche 
Bestandteile je einer Carotisdriise enthalten. Der ungeléste Rest wurd 
nun mit abermals 25cem des Extraktionsmittels itibergossen und bei 
70°C 24 Stunden lang am Wasserbade stehen gelassen. 


Alles in allem standen uns sechs Ausziige zur Verfiigung, deren 
drei die kaltléslichen, andere drei die nur in der Wirme loslichen 
eventuell wirksamen Bestandteile der Driisen enthielten. 


A. Chemischer Nachweis. 

Es wurden folgende Reaktionen ausgefiihrt: 

1. Comesattische Probe. Die Fliissigkeit wird mit einigen Tropfen 
einer 0,1 proz. Lésung von Sublimat, dann mit wenig Leitungswasse 
versetzt und aufgekocht. Ist Adrenalin vorhanden, so entsteht, }: 
nach seiner Menge, eine rosenrote bis rote Fairbung. Diese Reaktion 
ist laut unserer Erfahrung weit leichter wahrzunehmen, wenn lic 





2. Nachweis durch das bekannte Verhalten gewisser iiberlebeiide; 
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Reaktion in einer kleinen weiBen Porzellanschale und nicht in einer 


Kprouvette ausgefiihrt wird. 


2. Frdnkel-Allerssche Probe. Die zu priifende, vorher enteiweibte 
Fliissigkeit wird mit dem gleichen Volumen einer n/1000 Kalium- 
pbijodatlésung und mit einigen Tropfen verdiinnter Phosphorsiure 
versetzt und bis zum beginnenden Sieden erhitzt. War Adrenalin 
vorhanden, so entsteht eine rosenrote Farbung, die sich von einem 
weiben Hintergrunde gut abhebt. 

3. Vulpiansche Eisenchloridreaktion. Auf Zusatz einiger Tropfen 
einer Eisenchloridlésung entsteht in Lésungen von Adrenalin eine 
Griinfarbung; wird noch Alkali hinzugefiigt, so schligt die Farbe in 
Violett und Rot um. 

4. Mit Phosphorwolframsdure Blaufarbung. 

5. Mit Phosphormolybddnsdéure Griinfairbung. 

Das Ergebnis der an den ersten, kalt bereiteten Ausziigen aus- 
gefihrten Versuche ist nachstehend zusammengestellt; desgleichen 
auch das Ergebnis der der Kontrolle halber an Nebennierenextrakten 
ausgefiihrten Proben. 





Com. Fr.+ All. Vulpian Ph.- Wo. Ph. + Mo. 


Destill. Wasser 
Ringerlésung 
0,5proz. Essigs. 


Carotis- 
driisen | 


Destill. Wasser 
Ringerlésung 
0,5proz. Essigs. + 


Naben- | 
nieren 


Also war in den kalt bereiteten ersten Ausziigen der Carotisdriisen 
auf keine Weise Adrenalin nachzuweisen; daB aber die Bereitung der 
Extrakte und Ausfiihrung der Reaktionen richtig waren, geht aus 
dem positiven Ausfall der an den Nebennierenextrakten ausgefiihrten 
Proben hervor. Da es immerhin méglich war, daB das in den Carotis- 
driisen enthaltene Adrenalin in das kalt angewendete Extraktions- 
mittel nicht iiberging, wurde mit jedem der drei Extraktionsmittel 
in der Wirme zum zweitenmal extrahiert und konnten diesbeziiglich 
die folgenden Befunde erhoben werden: 





Com. Fr.+ All. Vulpian Ph.. Wo. 


Destill. Wasser — 

Ringerlésung — 

0,5proz. Essigs, - 

Destill. Wasser = schwach + } schwach + 
Ringerlosung schwach + h 
0,5proz. Essigs. -— - 
Biochemische Zeitschrift Band 136. 


Carotis- 
driisen 


Neben- | 
nieren | 
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Aus diesen Versuchen geht hervor, daB bei der Extraktion (, 
Nebennieren mit kaltem destilliertem Wasser bzw. auch mit Rinye:. 
lésung Adrenalin zuriickbleiben kann, das dann in das_ war 
Lésungsmittel iibergeht. An den Carotisdriisen waren auch die wir 
bereiteten Extrakte frei von Adrenalin. 


B. Nachweis an tiberlebenden Geweben. 

Uberlebende Arterienstreifen aus der Pferde- oder Rinderearo'; 
fiihren, wie seit den Untersuchungen von O. B. Meyer, Hull, Friedmua: 
und Weiss bekannt, in Ringerlésung bei 38 bis 39°C, durch ein Gege: 
gewicht in gespanntem Zustande erhalten, rhythmische Bewegung: 
in Intervallen von etwa je 1 Minute aus. Wird die Ringerlésung m/ 
Adrenalin versetzt, erfolgt beinahe unmittelbar eine auBerst star! 
einmalige Kontraktion des Streifens. 

An solchen Arterienstreifen haben wir nachzuweisen gesucli! 
ob das Carotisdriisenextrakt Adrenalin enthalt oder nicht, und ergabe: 
diese Versuche das itibereinstimmende Resultat, dap in keinem Fal 
auch nur die Spur einer Reaktion eingetreten war, die auf die Anwese: 
heit von Adrenalin hingewiesen hatte. Davon jedoch, daB es kei 
refraktiren Priparate waren, haben wir uns dadurch tiberzeugt, da 
wir nach dem negativen Ausfall des Versuchs mit dem Carotisdriise 


extrakt jedesmal etwas Nebennierenextrakt bzw. Adrenalinlésun; 


hinzuflieBen lieBen, worauf der Arterienstreifen prempt reagierte. 


C. Nachweis durch den Tierversuch. . 


Ist im Carotisdriisenextrakt Adrenalin enthalten, so mu ¢: 


Tieren, subkutan beigebracht, eine, wenn auch voriibergehende Gli 


cosurie erzeugen. Zu diesen Versuchen wurden weife Ratten ver 


wendet, denen je 5 cem des sterilisierten, mittels Ringerlésung bereitet« 
Extrakts unter die Haut gespritzt wurde. In keinem Falle war es - 
einer Glucosurie gekommen. 

Nach alledem wird man es als erwiesen erachten diirfen, da 
die Carotisdriisen kein Adrenalin enthalten und dap es nicht angdngi: 
ist, die Carotisdriisen als zum Adrenalsystem gehérend zu betrachten. 
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Neue Dielektrizititskonstanten. 
Von 
Rudoii Keller, Prag. 
(Eingegangen am 5. Januar 1923.) 
In meiner letzten Arbeit iiber diesen Gegenstand!) habe ich die 
Dielektrizitatskonstante unzweckmiabig definiert nach der Methode, 


uach der sie gewohnlich gemessen wird. Die physiologische Bedeutung 
der Dielektrizitatskonstante — fortab nach dem Laboratoriums- 


' vebrauch als Dieko bezeichnet — erhellt deutlicher aus der Detinition 


nach Nernsi*). Die elektrostatische Wechselwirkung zweier elektrisch 
veladener Korper andert sich je nach der Natur des Mediums, in welchem 
sie sich befinden; ziehen sie sich im Vakuum mit der Kraft & an, so 
betragt diese Kraft in einem anderen Medium k/D, worin D, die Di- 
elektrizitdtskonstante des betreffenden Mediums, stets gréBer bei 
Gasen jedoch nur unwesentlich gréBer — als | ist. Bei der Dissoziation 
der lonen, der in den letzten Jahrzehnten in der Biochemie eine so 
iiberragende Bedeutung zugeschrieben wird, ist nach einem Gedanken, 
den zuerst Nernst im Jahre 1893 (und im selben Jahre, jedoch spiter, 
J.J. Thomson) ausgesprochen hat, die Dieko die grundlegende Be- 
dingung. Offenbar spielen die elektrostatischen Anziehungskrifte der 
entgegengesetzt geladenen Ionen eines Elektrolyts eine entscheidende 
‘olle bei der elektrolytischen Dissoziation, denn, da zwei entgegen- 
gesetzt geladene Korperchen sich um so schwiicher anziehen, je gréBer 
die Dielektrizitatskonstante des Lésungsmittels ist, so bleibt Kochsalz 
in Benzol (Dieko 2) undissoziiert und wird in Wasser (Dieko 81,7) 
dissoziiert. Diese Vermutung, daB die Ionisierung mit der Dieko steigt, 
wurde von Walden einige Jahre spiiter quantitativ erwiesen, und zwar 
erwies sich die Dissoziation der dritten Potenz der Dieko proportional. 
Aus diesem iiberaus starken EinfluB auf die Dissoziation ergibt sich 
die biochemische Bedeutung der Dieko und die Notwendigkeit, diese 
Konstante bei den wichtigsten organischen Stoffen zu bestimmen. 

Fiir die Biochemie sind zwei Hauptfragen von grundlegender 
Bedeutung, erstens die Ermittlung der biochemischen Stoffe von be- 

1) Diese Zeitschr. 115, 135, 1921. 

*) Nernst, Theoret. Chem. 8. bis 10. Aufl., 8. 366. Stuttgart 1921. 
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sonders niedriger Dieko; diese Stoffe miissen, da die Salze in ih 
nicht oder wenig dissoziieren kénnen, nicht bloB elektrische Isolato; 
im Sinne der Technik sein, sondern sie sind zugleich in einem iib 
tragenen Sinne chemische Isolatoren, d. h. der Gedanke an die sons; 
fiir unsere Beobachtungen der chemischen Natur der Stoffe gewéhnili 
betrachteten wisserigen Lésungen mu} ausgeschaltet werden, Stott: 
von grober chemischer Reaktionsfaihigkeit miissen in Medien yoy 
niedriger Dieko als praktisch chemisch reaktionsunfaihig oder wenigst« i); 
sehr reaktionstrig, wahrscheinlich auch wenig ldéslich, bezeich:: 
werden ; zweitens, falls sich Stoffe von sehr hoher Dieko im Organisi\i. 
auffinden lassen, so miissen diese wegen ihrer in der dritten Potey, 
steigenden lonisierung und Reaktionsfahigkeit ungemein — schne'| 
oxydiert, reduziert, synthetisiert und zerlegt werden kénnen. Ode: 


um dieses physikalische Grundgesetz in der Sprache der physiologisch«: 


Chemie auszudriicken: es ist eine ganz eigenartige Ausnahmeerscheinuny 
der belebten Natur, die dadurch nicht weniger merkwiirdig ist, dat 
man sich an sie gewohnt hat, daB die in den Geweben und Blutkérperchey 
enthaltenen Salze (Typus Kaliumphosphat) ganz andere sind als dic 
Salze der Gewebsfliissigkeiten Blutserum und Lymphe (Typus Natrium 
chlorid). Wenn diese Salze im Elektrolyten: Serum, und im Isolato: 
rotes Blutkérperchen gleich stark dissoziiert, also in beiden im Ionen 
zustand existieren wiirden, so ware die Tatsache, da sowohl die An- 
ionen als die Kationen, obwohl sie fortwihrend darin schwimmen 
sich niemals wahrend des Lebens auch nur annahernd ausgleichen 
oder einem Gleichgewicht zustreben, eine Widerlegung der Grund. 
gesetze unserer Lehre von der Osmose, unserer heutigen Elektrochemi 
und iiberhaupt der ganzen physikalischen Chemie. Wir kénnen nu 
erwarten, daB sie in einem der Medien, offenbar im Gewebe, als un 
dissoziiertes Salz, nicht als Ion bestehen. Wir miissen also in den Gewebs- 
stoffen nach Medien von besonders niedriger Dieko suchen. Eine 
andere hierher gehérige Ausnahmeerscheinung ist die Tatsache, dal! 
in biochemischen Saften — wie man glaubt, unter der Wirkung der 
Fermente — bei Zimmertemperatur Oxydationen vor sich gehen, di: 
sonst im Laboratorium nur bei hoher Temperatur méglich sind. Bei 
hoher Temperatur ist die chemische Reaktionsfahigkeit der Lésunge: 
durch die stiirkere Schwingungszahl der Corpuskeln erhéht und ebens: 
durch die verminderte innere Reibung. Diese hoéhere Temperatu 
kann, wie wir jetzt aus Waldens Gesetz wissen, auch durch eine héher 
Dielektrizititskonstante des Lésungsmittels ersetzt werden, und zwai 
viel wirksamer als durch Temperaturerhéhung, da die Ionisierung mit 
der dritten Potenz der Dieko steigt. Aus dieser Uberlegung folgt 
da8 wir in den organischen Siaften nach Stoffen mit hoher Dieko suchen 
miissen. Wenn es geliinge, Stoffe zu isolieren, deren Dieko 100 iiber 





ihr 
ato; 

iib 

sO! 
hnli 
Stott 


lh Von 


Steers 


ichni 
ism is 
otter, 
chne|| 
Oder 
sche) 
inunyg 
dal 
rchen 
is cic 
rium 
ator 
men 
, An- 
men 
ichen 
‘und- 
emic 
nu 
; un 
rebs- 
Eine 
dali 
det 
, die 
Bei 
1ge! 
eNso 
atu 
her 
wal 
mit 
gt 
shen 


ber 


Dielektrizitatskonstanten. 165 


stcigt (Dieko des Wassers 81,7), so wiirde das geniigen, um den Faktor 
der unspezifischen Oxydationswirkung lebender Zellen und der Fermente 
quantitativ klarzustellen. Unerklart bliebe dann immer noch der 
Spezifizititsfaktor der Fermente und der lebenden Organismen. 

Man erkennt, daB es sich um die chemischen Grundprobleme 
organischen Lebens handelt, gerade um jene, die sich von der Labo- 
ratoriumschemie unterscheiden. Um einwandfreie Resultate zu er- 
ziclen, miBte man allerdings ein Verfahren besitzen, die Dieko in 
lebenden Zellen in mikroskopischen Quanten zu messen, ein Verfahren, 
von dem man noch weit entfernt ist. Da bis jetzt Diekos nur an Iso- 
latoren gemessen wurden, nicht an Leitern, die lebenden Gewebe mit 
ihren Elektrolytensiften, die sie in mikroskopisch diimnen Faden 
durchziehen, aber als Ganzes durchwegs Leiter sind, so sind die bis- 
herigen Resultate leider nicht von solcher Genauigkeit, wie man sie 
wiinschen wiirde. 

Im nachfolgenden einige neue Resultate aus dem Laboratorium 
von Reinhold Fiirth. Die Messungen, fiir die ich Herrn Privatdozenten 
Dr. R. Fiirth sehr zu Dank verpflichtet bin, werden demniachst mitsamt 
der angewandten neuen Methodik in den ,,Annalen der Physik* er- 
scheinen. 

Albuminlésung, reines Eier- Albuminfraktion 1:2 m. konz. 
albumin Kahibaum lIproz. 72,0 FBO gs i. esriccrw as.  8%4 
Dasselbe 2proz....... 59,0 Globulinfraktion mit Ringer 
Fame tore. sw. tO verdiinnt auf das Volumen 
” WE Se se sae des verwendeten Serums 85,2 
Trypsin, 1/, proz. = Si ae bad Bei diesen drei Fraktionen + | 
Pi 1,proz. ..... 84,0 Inaktivierte Sera (Mensch), 


‘ Fee Lt OR mamma: jd pth) 2%? Oe BBS 
Seebehs! oo ow es ORB , Stunde erhitzt auf 50° 83,3 
Gehirnsubstanz, menschlich, ” ‘ geschiittelt . . 81,9 
grau' . .. a SS Traubenzucker, fest .... 2,0 
Fehlergrenze + 2 Lésung 10proz. . . . . . 70,0 
Dieselbe, weiB. ..... =. 90,0 4 Ser ND 
Hefe, feucht .. . . wie Wasser ns Mt a 5 
Griine Blatter, vom Haupt- Saccharin, fest ...... 9,5 
nerven befreit, fein zer- Lésung '/,,proz.. . . . . 84,0 
hackt unter Wasser evaku- . EO rE 
iert, in dichter Packung 83,0 + 2 [Ayer 


Froschmuskel, zerhackt 83,0 + 2 is beR Me NEY vf, 

Opticus (Rind), lings . . . 89,0 ss eee 
P , transversal < 86,0 Ee 5 1 gaat Gada: 58,0 

Fraktionen vom menschlichen is GO retina: eH 
Serum, normal .... .. 85,5 


Samtliche Prozentangaben im Gramm auf 100g Lésung. 


Die Frage, ob Fermente eine besonders hohe Dieko haben, bleibt 
vorlaufig unentschieden. Das Pepsin hatte vermutlich eine Beimengung 
von solchem EiweiB, das von Pepsin nicht zerlegt wird. 


Von den Versuchsergebnissen ist physiologisch bemerkenswert 
zunichst die hohe Dieko des Nerven in der Lingsrichtung. Wenn 
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der Sehnervy des Rindes in der Langsrichtung 89,0 ergibt, wobei 
riicksichtigt werden muB, daB der gréBte Teil seiner Substanz 
Stoffen mit besonders niedriger Dieko besteht, aus fettartigen Scheid 
aus Bindegewebe, das in getrocknetem Zustande seit alters her 
elektrischer Isolator benutzt wird, beim Sehnerven iiberdies noch 
Gliazellen, die einer hohen Dieko kaum verdachtigt werden kénne: 
so deutet dies ebenso wie die hohe Dieko des Hirns, bei dem wiede: 
die achsenzylinderreichere weiBe Substanz die héchste Dieko ergeh«: 
hat, darauf hin, daB der Achsenzylinder, und von diesem wieder di: 
Fibrillen des Achsenzylinders, eine sehr hohe Dieko besitzen, schatzungs 
weise von 200 oder noch héher. Ich habe frither die paradoxe Hypo 
these vertreten, daB der Achsenzylinder des Nerven nicht unbedingt 
ein guter Leiter sein muB, wie es die Kernleitertheorie verlangt, sondern 
daB er auch ein besonderer Isolator sein kénnte, worauf insbesonder 
die Erscheinungen der Narkose hinzudeuten schienen, indessen |\s: 
sich nach diesen Messungen diese Ansicht nicht mehr aufrecht erhalten 
Vielmehr ergibt sich nach dem Waldenschen Gesetz fiir die Erhéhuny 
der Dissoziation und Leitfaihigkeit, daB bei ungefahr gleichem Salz 
gehalt der Fibrillenmasse und der iibrigen Gewebe eine Uberschlag- 
rechnung ebenfalls auf die GréBenordnung von etwa 200 fiir die Diek: 
der Nervenfibrillen hinzudeuten scheint. Damit wire ein Zusammen. 


hang zwischen der alle bekannten elektrolytischen Leitfihigkeite: 
iibertreffenden Leitfahigkeit des tierischen Nerven und den elektro- 


chemischen Gesetzen gegeben. 


Die Untersuchung der Dieko der Sii®stoffe hat ein merkwiirdige-~ 
Verhalten des Saccharins zutage geférdert, das in ganz schwacher Kon 
zentration die Dieko des Wassers stark erhéht, in starkerer sie herabsetzt 
Ein Zusammenhang mit der Geschmacksempfindung hat sich jedoch bisher 
nicht ergeben, bis vielleicht auf den Umstand, da8 die Kurve der Konzen 
tration der SiiSstoffe mit der Dieko der Lésung eine S-Linie ergibt. E-~ 
sind bisher zu wenig SiiBstoffe untersucht, um auch dies als feste Reg: 
behaupten zu kénnen. 


In der jiingsten Neuauflage seiner ,,Wasserstoffionenkonzentration 
reflektiert L. Michaelis') auf meinen Einwand, man diirfe nicht, wie e- 
jetzt allgemein geschieht, die in biochemischen Medien gefundenen elek 
trischen Voltspannungen gegeniiber einer Normalelektrode in Wasser 
stoffionen definieren, sondern miisse die gefundenen Millivolt hypothesen 
frei als Millivolt angeben. Er sagt: ,,Sollten sich die Angaben von Kelle: 
bestatigen, so wiirde das auf die Berechnung von Dissoziationskonstantei: 
und lonengleichgewichten in eiweiBhaltigen Lésungen einen gewisse! 
Einflu8 haben.*‘ Hierzu ist zunaichst zu bemerken, daB die Angaben vo: 
R. Firth, (um dessen, nicht um meine Bestimmungen es sich handelt 


1) Michaelis, Wasserstoffionenkonzentration, 2. Aufl. Berlin, Springe: 
1922. 
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rlassig sind. Durch eine bisher unver6éffentlichte Nachuntersuchung 

. einer anderen Methodik durch einen anderen Forscher hat es sich 

igt, daB minimale EiweiBmengen unter allen Umstanden die Dieko 

Wassers sehr stark herabdriicken. Aber auch wenn Fiirths Messungen 

richtig waren, so wurden dadurch die p,-Berechnungen der Wasser- 

ffionenhypothese nicht richtig werden, denn tber die Tatsache, da 
Beimischungen oder Lésungen von dielektrischen Stoffen in anderen Medien 
die Dieko dieser Medien immer verandern, bestand niemals ein Zweifel. 
Das Neue an Fiirths Resultaten ist nur die Starke der Einwirkung. Ein 
Blick in ein Handbuch der Experimentalphysik oder in die Tabellen von 
Landolt-Bérnstein') zeigt jedem, daB Beimengungen von Nichtelektrolyten 
die Dieko ausnahmslos andern. Seit Jahrzehnten werden in physikalischen 
Laboratorien die Eichfliissigkeiten fiir dielektrische Messungen dadurch 
iergestellt, daB zu Alkohol Benzol in bestimmten Mengen hinzugefiigt 
wird, wodurch sich die Dieko des Alkohols gesetzmaBig andert. Es konnte 
also niemals ein Zweifel daran bestehen, daB eiweiShaltige organische 
Lésungen nicht die Dieko des reinen Wassers haber kénnten und die ohne 
eine Korrektur fiir die Beimischungen nach der Nernstschen Formel fiir 
reines Wasser berechneten Wasserstoffionen unrichtig waren. 

Wie schon friiher gelegentlich hervorgehoben, ist der dielektrische 
Einwand nicht der starkste, den man gegen die Definierung von gemessenen 
elektrischen Potentialdifferenzen durch Wasserstoffionen erheben kann. 
In dem Nernstschen Grundversuch handelt es sich nieht nur um reines 
Wasser oder um Elektrolyte, die die Dieko des Wassers haben, sondern 
im tote Fliissigkeiten, die im iibrigen elektroneutral sind. Die technische 
Elektrochemie nennt Systeme, in denen Ionenpotentiale zum Ausgleich 
kommen und dabei elektrische Potentiale erzeugen, Primdrelemente. Es 
ist aber bisher noch niemals die Frage diskutiert worden, ob in den lebenden 
Zellen nicht Sekunddrelemente vorhanden sind, das heiSt elektrische 
Systeme, die durch eine von auBen oder innen angelegte Potentialdifferenz 
unter Energieverbrauch Ionen auseinanderreiBen, elektrolysieren, wie es 
etwa in einem Bleiakkumulator wahrend der Aufladung geschieht. Versucht 
man dieser Frage experimentell nachzugehen, indem man mit einem Indi- 
kator wie Neutralrot oder Safranin einen lebenden Querschnitt farbt, um 
die Spannungsverteilung zu tiberblicken, so erhalt man nicht sofort ein 
Saure- und Basenbild, das sich spater unter Potentialausgleich neutralisiert, 
sondern man erhalt — ganz im Gegenteil — wie jeder praktische Mikro- 
skopiker es wohl schon gesehen hat, anfangs gleichmaBige Neutralfarben 
und, allmi&hlich zunehmend, nach einiger Zeit ein Erscheinen der Saure- 
bzw. Alkalifarben an bestimmten Punkten, die dann ziemlich lange bestehen 
bleiben. Mit einem Wort: jeder lebende Schnitt verhalt sich nicht wie ein 
Svstem von Primarelementen, das sich allmahlich neutralisiert, sondern 
wie ein System von Sekundiarelementen, Elektrolysierapparaten, das all- 
mahlich die vorher neutrale Lésung in Basen und Sauren zerlegt. In einem 
Primarelement befinden sich die Wasserstoffionen stets am Siaurepol, an 
der Anode, im Sekundirelement an der Kathode. Aus dieser Tatsache 
ergibt sich, daB, insoweit in lebenden Organismen Sekundirelemente vor- 
handen sind, und dies ist, soweit es sich experimentell erkennen laBt, der 
iiberwiegende Fall, die Wasserstoffionentheorie in lebenden Medien ihre 


1) Landolt-Bérnstein, Physik.-Chem. Tabellen, 4. Aufl. Berlin, Springer, 
1912. 
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Resultate verkehrt angibt, namlich die groBen Wasserstoffzahlen an 
Saurepolen statt an den Basenpolen. Die Methodik, die gegenwartig ; 
die bioelektrochemische Experimentierarbeit beherrscht, ist also nicht 
ungenau, wegen des vernachlissigten dielektrischen Faktors, sie ist / 
Mehrzahl der Fdlle einfach verkehrt, indem sie eine groBe Zahl von Wa 
stoffionen gerade dort berechnet, wo eine reziproke kleine Zahl von Wa 
stoffionen zu erwarten ist. 

Es gibt noch eine groBe Zahl von anderen Griinden, weshalb die ¢ 
{[H};-Systematik unrichtig ist. Man findet sie in mustergiiltiger Weis: 
sammengestellt in dem oben erwaihnten Buch von Michaelis, das allerd 
nicht die volle Konsequenz daraus zieht, indem dieser Autor glaubt, d 
eine Umiinderung der Nomenklatur Ionenkonzentration in den Ausd: 
,,aktive Masse der lonen‘‘ die Einwande beseitigen zu kénnen, deren Bey: 
kraft von ihm selber, einem der Fiihrer der Wasserstoffionenmethodik 
nicht langer mehr unterschatzt wird. Leider nur ist mit dieser Unil» 
nennung nichts gewonnen. Man sollte nicht itibersehen, daB diese Auffasswny 
der Ionenkonzentration tiberhaupt, wie beispielsweise aus der Neuautlay 
des eingangs erwihnten Handbuchs von Nernst hervorgeht, von Manner 
aufgegeben wird, die zu den Mitschépfern dieser Theorie gehéren. Es |i! 
ja seine groBen Vorteile, wenn die Biochemie im allgemeimen recht 
servativ ist und erst im letzten Jahrzehnt, 30 Jahre nach den grote 
epochemachenden Entdeckungen der klassischen Lonentheoretiker, dari 
gegangen ist, die biologische Methodik der Wasserstoffionen auszuarbeii« 
Indem man einen groBen Zeitraum verflieBen 1aBt, nach welehem mai 
sicherer erkennen kann, was wahr und was falsch ist, erfiillt man ein Gebv: 
der Vorsicht, kann das Widerlegte ausscheiden und nur das Wertvollst: 
fiir die Biologie und Medizin behalten. In dem vorliegenden Falle abe 
hat man ein Vierteljahrhundert gewartet, um mit dem Zeremoniell einer 


besonders modernen Theorie gerade das zu lehren, was liangst als falsc| 
erwiesen ist und das zu vernachlassigen — wie beispielsweise Nerisis 
Dielektrizitatstheorie der [onen — was seither experimentell als genav 
richtig erwiesen worden ist. 


Wenn ich zusammenfassend mit Nachdruck die Bitte wiederhol 
daB die Biochemie sich mit den Grundtatsachen der Elektrostatik 
befassen moéchte und die einseitige Reduzierung elektrischer Messunge 
auf Wasserstoffionen oder auf eine hypothetische ,,aktive Masse” von 
Ionen mit Entschiedenheit bekimpfe, so hei®t das nicht, daB ich «iv 
Wasserstoffionenforschung in ihren Ergebnissen unterschitze. Vic! 
mehr méchte ich glauben, daB die grundlegenden experimentellen 
Resultate dieser miihevollen und geistreichen Methoden zu dem Beste 
zihlen, das wir besitzen, und da® ihr groBer Wert unbestritten sic) 
dokumentieren wird, bis sie sich von dem Ballast einer tiberholt: 
und verwirrenden Hypothesenterminologie befreit haben wird. 
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Zur Kenntnis der chlorierten Eiweibkorper. 


Von 
E. Salkowski. 
(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 6. Januar 1923.) 


Die Einwirkung des Chlors auf Eiweif — von Jod und Brom sei 
hier abgesehen — ist schon so vielfach Gegenstand der Untersuchung 
gewesen — ich nenne Hopkins, Hopkins und Pinkus, Habermann und 
Ehrenfeld, Panzer!) —, daB eine nochmalige Untersuchung iiberfliissig 
erscheinen kénnte, indessen war fiir mich ein Gesichtspunkt mab- 
gebend, der bisher nur nebensachlich in Frage gekommen ist, und iiber 
den die Angaben nicht ganz einheitlich sind. 

Die Frage nach der Entstehung des pathologischen Melanins 
und des ihm nahestehenden, durch Kochen von Eiweibkérpern mit 
Salzsiure sich bildenden Melanoidins oder stickstoffhaltigen Humin- 
substanz ist noch nicht als voéllig gelést anzusehen. Vielfach wird die 
Anschauung vertreten, daB fiir die Bildung desselben nur der aromatische 
Teil des EiweiBmolekiils in Betracht kommt. In der Tat laiBt sich 
manches dafiir anfiihren, unter anderem die Bildung brauner Farb- 
stoffe aus Tyrosin durch Tyrosinase, die Bildung ebensolcher beim 
Erhitzen von Tryptophan mit Siuren nach Fiirth?), die Bildung 
schwarzer Farbstoffe aus vielen aromatischen Substanzen nach Neuberg 
und Kikkoji*) durch Einwirkung von Wasserstoffsuperoxyd. Ferner 
kénnen in diesem Sinne die von Tomato Ishigaka*) in Schmiedebergs 
Laboratorium ausgefiihrten Versuche gedeutet werden, die aus Leim 
nur 0,08 — 0,205 — 0,11°% Melanoidin (Melaninsaiure) ergaben gegen- 
iiber viel gréBeren Mengen aus Eiweif. Der Autor fiihrt dieses Er- 


gebnis zwar auf den geringen Gehalt des Leims an Schwefel zuriick, 
doch ist diese Deutung wohl unzutreffend. Auf der anderen Seite 
habe ich5) bei der Oxydation des pathologischen menschlichen Melanins 


1) Die Literatur hieriiber siehe in Cohnheims Chemie der EiweiBkorper, 
3. Aufl., S. 142. 

2) Fiirth, diese Zeitschr. 116, 224, 1921. 

8) Neuberg und Kikkoji, ebendaselbst 20, 523, 1909. 

4) Ishigaka, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharmakol. 58, 198. 

5) E. Salkowski, Virchows Arch, 228, 468, 1920. 
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aliphatische Fettsiuren, namentlich Buttersiiture und einen Aldeh 
vermutlich Valeraldehyd erhalten, Rona und Riesser') aus Hip) 
melanin Guanidin. Wenn man auch geneigt sein kénnte, die Fet 
siuren und den Aldehyd auf eine dem Melanin trotz aller bei d 
teinigung angewendeten Sorgfalt gebliebene, Verunreinigung 
EiweiB zuriickzufiihren, so trifft doch diese Annahme fiir 
Guanidin nicht zu. 

Ich ging bei meiner Arbeit von der Annahme aus, daB es méglic| 
sein kénnte, durch Behandlung von EiweiBkérpern mit naszierende:: 
Chlor den aromatischen Anteil zu zerstéren oder doch so weit zu ver- 
mindern, dafB er fiir die Bildung von Melanoidin nicht mehr in Frag: 
kommt, ohne dafs das Reaktionsprodukt den Charakter von Eiweil; 
ganz verliert. Gibt nun ein solches Reaktionsprodukt kein Melanoidin 
mehr, so ist damit die Unentbehrlichkeit des zyklischen und _ hetero- 
zyklischen Atomkomplexes bei der Bildung von Melanoidin erwiese1 
Im Laufe der Arbeit ist dieser Gesichtspunkt etwas in den Hinte: 
grund getreten gegeniiber anderen Beobachtungen, die sich mir auf- 
drangten und die ich nicht unverfolgt liegen lassen wollte. Ich gedenke 
noch einmal auf die Frage zuriickzukommen. 


I, Teil. 


Zu meinen Versuchen wahlte ich in Voraussetzung gréBerer Reak 
tionsfahigkeit in erster Linie Albumose. Dieselbe war friither von mi! 
in der tiblichen Weise aus Fibrin durch Pepsinverdauung dargestell' 
und enthielt kaum eine Spur Pepton. Sie bildete, durch Alkohol ge- 
fallt usw., ein fast ganz weibes, in Wasser fast vollkommen klar lésliches 
Pulver. Nach einigen Vorversuchen, die hier iibergangen werden 
kénnen, schlug ich — der Kosten wegen und, weil sich dabei die Ver- 
haltnisse besser iibersehen lassen, stets mit kleinen Mengen arbeitend 
folgendes Verfahren ein: 

5 g Albumose und etwa 5 g Natriumchlorat?) wurden in je 125 ccm 
Wasser gelést, die beiden Lésungen zusammengegossen und nach 
Zusatz von 20cem Salzsiure von 1,126 D auf freiem Feuer erhitzt. 
Die Lésung farbte sich dabei zuerst rot, dann orange, schlieBlich gold- 
gelb bis citronengelb. In diesem Zeitpunkt wurde die Erhitzung unter- 
brochen und die Lésung mdéglichst schnell abgekiihlt. Sie zeigte nun- 
mehr intensiv rote Biuretreaktion, alle anderen Farbenreaktionen 


*) Rona und Riesser, Zeitschr. f. physiol. Chem. 57, 143 und 61, 12, 1908. 

2) Aus bestimmten Griinden (s. hieriiber weiter) nahm ich dieses statt 
des urspriinglich angewendeten Kaliumchlorats. Von diesem wurden anfang~ 
10 g angewendet, das erwies sich aber als iiberfliissig, da sich nach dem 
Erkalten ein groBer Teil desselben unverindert auskristallisiert fand. 
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fielen negativ aus. Der negative Ausfall konnte natiirlich durch den 
Geialt an Chloroxyd oder unterchloriger Siure bedingt sein. Um 
diese Vermutung zu priifen, wurde eine kaltgesittigte Lésung von 
Natriumchlorat mit Salzsiure angesiuert, bis zur deutlichen Ein- 
wirkung der Salzsiiure (Gelbfarbung) erhitzt, abgekiihlt. Es wurden 
nun mit Albumoselésung die Farbenreaktionen angestellt, dann einige 
Tropfen der obigen Lésung hinzugesetzt'). Die Farben wurden schnell 
zerstért, nur die Reaktion mit Dimethylamidobenzaldehyd nach schnell 
voriibergehender Verstairkung. Der negative Ausfall der Reaktionen 
an der durch die Chlorierung erhaltenen Lésung war also nicht be- 
weisend fiir die Abwesenheit des aromatischen Atomkomplexes, vielmehr 
die vorgiingige Isolierung erforderlich. Hierzu ergab sich als der nachst- 
liegende Weg natiirlich die Ausfallung mit fein gepulvertem Ammon- 
sulfat bis zur Sattigung. Die dabei ausgeschiedene Substanz wurde 
wiederholt mit gesittigter Ammonsulfatlésung verrieben, um sie von 
der anhingenden Salzsiure und dem Natriumchlorat (bzw. -chlorid) 
zu befreien, dann in der iiblichen Weise durch Erhitzen mit Barium- 
carbonat vom Ammonsulfat befreit, die filtrierte Lésung stark ein- 
gedampft, mit Alkohol gefallt und durch Behandlung mit Alkohol 
absolutus und Ather entwiissert, die nach dem Abfiltrieren und mecha- 
nischen Abdriicken des Athers hinterbliebene Substanz durch Ver- 
reiben in einer glasierten Reibschale vom Ather befreit. Es wurden 
mehrere derartige Darstellungen vereinigt, aber auch das Produkt 
von Einzeldarstellungen zu den Reaktionen verwendet, um die Konstanz 
derselben festzustellen. Ferner wurden auch Anteile der Lésung nicht 
mit Alkohol gefallt, sondern in diinner Schicht auf dem Wasserbade 
zur Trockne gedampft. 

Nach dem Verreiben in der Reibschale (beim Alkoholverfahren) 
stellt die gechlorte Albumose ein feines weilbes oder etwas gelbliches 
Pulver dar, das sich auRerst leicht und klar mit etwas braunlicher 
Farbe in Wasser lést. Die Substanz ist so gut wie aschefrei, die Lésung 
gibt jedoch minimale Reaktion auf Sulfate, vermutlich Ammonsulfat. 
Der Chlorgehalt betrug 5,57°,?). Die 5proz. Lésung zeigte folgendes 
Verhalten : 


1) Ich hielt es fiir iiberfliissig bei diesen Kontrollversuchen die bei der 
Chlorierung eingehaltenen Bedingungen genau einzuhalten, da bei nach- 
gewiesener Einwirkung der unterchlorigen Siaure auf die Farbenreaktionen 
doch in jedem Falle das Reaktionsprodukt von Chlorierungsstufen befreit 
werden muBte. Bemerken méchte ich noch, daB bei dem Zusatz einiger 
Tropfen zu der heiS gewordenen Molischreaktion eine heftige Detonation 
eintrat offenbar durch Zerfall von Chlordioxyd und der Inhalt des 
Reagenzglases herausgeschleudert wurde. 

2) 0,5374g¢ bei 120° getrocknet gaben mit Salpetermischung ge- 
schmolzen usw. 0,121 AgCl. 











EK. Salkowski: 


1. Zusatz von etwa dem gleichen Volumen gesittigter Cho) 
natriumlésung: keine Veranderung; bei nachtriglichem Zusatz | oy 
Essigsiure: Triibung bzw. Niederschlag, der sich beim Erwarmen }:s1 
beim Erkalten wiederkehrt. 

2. Natronlauge -+- Kupfersulfat bzw. Fehlingsche Lésung: star 
Biuretreaktion mit roter Nuance. 

3. Zusatz des gleichen Volumens Salpetersiure von 1,2 D uid 
Erhitzen: etwas heller werdend, Zusatz von Natronlauge von 1,34 |) 
nach dem Erkalten: goldgelbe Farbung. 

4. Millons Reagens: dicke Fallung, die beim Erhitzen dunkie1 
wird, indem sie zusammenschmilzt, keine Rotfairbung. 

5. Zusatz alkoholischer Lésung von p-Dimethylamidobenzalde) vi 
und rauchender Salzsiure: keine Farbenverinderung, auch nicht bei 
nachtraglichem Zusatz einer Spur von Natriumnitritlésung von 0,5 

6. Glyoxylsiure + konzentrierte Schwefelsiure teils fiir sich, teils 
unter gleichzeitiger Anwendung von Eisessig oder diesem allein: kein: 
Reaktion. 

7. Die Molischreaktion bleibt zweifelhaft, ein violetter Ring is 
jedenfalls nicht zu konstatieren. 


x 


Zur allgemeiner Charakterisierung der Substanz als Albumose wurde: 
noch folgende Reaktion mit 21% proz. Lésung gemacht. 

1. Kupferacetat: dicker Niederschlag. 

2. Ferriammonsulfat: 0, beim Erhitzen dicker Niederschlag. 

3. Basisches Bleiacetat: schwacher Niederschlag, der sich in Natro) 
lauge lést, die Lésung zeigt beim Erhitzen keine Schwarzung. 

4. Quecksilberchlorid: Fallung. 

5. Pikrinséiurelésung: dicke Fallung. 

6. Phosphorwolframsaure + Salzsiure: dicke Failung. 

Das Verhalten stimmt also vollstiindig mit dem der angewendet: 
Albumose tiberein mit dem Unterschied, daB die auf die genannten K6rpe 
der zyklischen und heterozyklischen Reihe zu beziehenden Reaktione 
so gut wie vollstandig fehlen. 


Ein Teil der Albumose geht bei der eingreifenden Behandlung 
mit Salzsiiure und Natriumchlorat in Pepton iiber, Die Quantitiit 
desselben zeigte sich aber bei der weiteren Bearbeitung als so gering 
daB eine weitere Untersuchung nicht lohnend erschien. 

Was den Gehalt der Chloralbumose an sogenanntem bleischwarze': 
den Schwefel betrifft, so sagt Hopkins’) in seiner ersten Mitteiluny 
die sich auf chloriertes Hiihnereiwei® bezieht, ... .,jedoch gibt mit 
ihnen weder Millons Reagens eine Farbenreaktion, noch wird Blei- 
zucker beim Kochen geschwarzt‘‘. Man kann wohl annehmen ..in 
alkalischer Lésung**. Es war aber immerhin méglich, daB die chloriert: 
Albumose organisch gebundenen Schwefel in anderer als der blei 


1) Ber. d. deutsch. Chem. Gesellsch. 80, IT, 1861, 1897. 
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sch warzenden Form enthalt. Obgleich diese Frage von untergeordneter 
Beieutung ist, habe ich doch einen Versuch dariiber angestellt. 

0,5208 g wurden in Wasser gelést, die briunliche ganz klare Lésung 
mit uberschtissiger Chlorbariumlésung versetzt, angesiuert, erhitzt, dann, 
um das Auswaschen zu ersparen, auf 80 ccm gebracht, von dem Filtrat 
60 cem abgemessen, auf dem Wasserbad eingedampft, um die freie Salz- 
sure zu entfernen, neutralisiert, mit Salpetermischung geschmolzen, 
einige Zeit im Schmelzen erhalten, um sicher zu sein, daB etwa gebildetes 
Bariumsulfat sich mit dem Natriumearbonat  vollstindig umsetzt, im 
Filtrat der in Wasser gelésten Schmelze + Waschwasser die Schwefelsaure 
bestimmt. Erhalten wurde 0,0164 BaSO,. Daraus wiirde sich ein Gehalt 
von 0.56% Sechwefel ergeben, indessen wiirde ich auf die Zahl keinen be- 
sonderen Wert legen, da sich die angewendeten Materialien in Kontroll- 
versuchen nicht absolut frei von Schwefelsaiure zeigten, auBerdem bei dem 
langeren Schmelzen der Schwefelgehalt des Gases in Betracht kommt, 
wenn auch nicht in dem Grade, wie vielfach angenommen wird; qualitatiy 
halte ich den Schwefelgehalt aber fiir nachgewiesen, auch daB er vermindert ist. 

AuBer durch Ammonsulfat habe ich die chlorierte Albumose auch 
mit Phosphorwolframsaure gefallt, hauptsichlich um auf etwaige, bei 
der Chlorierung entstehende, nicht fliichtige Nebenprodukte zu fahnden. 
Die Vermutung, daB solche entstehen kénnten, schien dadurch ge- 
rechtfertigt, daB die Quantitat der bei der Verarbeitung des Phosphor- 
wolframsiureniederschlags schlieBlich erhaltenen Chloralbumose in 
allen Fallen verhaltnismaBig gering war. 

Zur Auffindung solcher Nebenprodukte wurde das Filtrat und drei 
Waschwiisser des Phosphorwolframsiureniederschlags eingedampft und 
starker, bis zum Gliithen, erhitzt: in allen Fallen trat nur eine so geringe 
Schwirzung ein, daB man sie ungezwungen auf der Fallung entgangene 
Chloralbumose beziehen konnte. Die Ursache fiir die geringere Ausbeute — 
gegeniiber der Fallung mit Ammonsulfat — muBte also an einer anderen 
Stelle liegen. Sie fand sich in der ungeniigenden Zersetzung des Phos- 
phorwolframsiureniederschlags durch Baryt, trotzdem dieselbe unter 
Erhitzen bewirkt war. Als der gut ausgewaschene Riickstand, der 
nach der Behandlung mit Baryt geblieben war, mit Natronlauge be- 
handelt wurde, léste er sich so gut wie vollstandig auf. Salzsiiure fallte 
aus der Lésung einen Niederschlag, der genau so aussah wie der durch 
Phosphorwolframsiure direkt erhaltene. Es fragte sich, ob dies eine 
Kigentiimlichkeit der Chloralbumose sei oder ob sich die Albumose 
selbst ebenso- verhalte. Dies ergab sich in der Tat. Zur genaueren 
Untersuchung wurde eine Albumoselésung nach dem Ansiuern mit 
Salzsiure mit Phosphorwolframsiure gefallt, ein Teil nach gutem Aus- 
waschen mit Alkohol und Ather entwiissert. Derselbe sei mit A be- 
zeichnet, ein anderer Teil wurde mit Baryt behandelt, der Riickstand 
mit Natronlauge, die alkalische Lésung mit Salzsiure gefallt usw. Das 
Produkt sei mit B bezeichnet. Beide Niederschlige wurden analysiert. 
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Es wurde bestimmt: Wassergehalt, Glihriickstand, Phos; 
siure in demselben, Stickstoff nach Ajeldahl. Beziiglich des Gliiht 
standes bemerke ich, daB derselbe eine graugriine Farbe hatte 
sich in Natronlauge leicht léste. Zur Phosphorsiurebestimmung w 
die alkalische Lésung mit Salzsiure angesiuert, wobei sich ein we 
Niederschiag, anscheinend Wolframsiaure, ausschied, mit Ammo; 
alkalisiert — der weiBe Niederschlag ging dabei in Lésung — und 
Chlormagnesiummischung versetzt, der kristaiiinische Niedersc| 
nach 24 Stunden abfiltriert usw. Die Analyse ergab in Prozen! 
der Trockensubstanz!): 

Organische Substanz. ale «i: 
Anorganische _,, eevee et 
Phosphorgehalt ....... 0,50 
Cet Heeriten ee desde co G44 

Der Stickstoffgehalt der organischen Substanz berechnet sich 7 
15,87 %, die Multiplikation mit 6,25 ergibt 99.189. Die Analys:- 
von B ergab in Prozenten der Trockensubstanz: 

Organische Substanz ... . 38,62 
Anorganische .. pre POSS Glee 
Phosphorgehalt ....... 0,49 
Stickstoffgehalt ....... 6,41 

Die organische Substanz enthait danach 16,55°,, Stickstoff. 1) 
Multiplikation mit 6,25 ergibt 101,56. 

Dazu ist zu bemerken, daB beim Auflésen des Gliihriickstand- 
in Natronlauge ein wenig Kohle zuriickblieb. Der Gliihriickstand 
ist infolgedessen ein wenig zu hoch, die organische Substanz etwas 7 
niedrig gefunden. Hierauf ist es vermutlich zuriickzufiihren, daB de: 
Stickstoffgehalt der organischen Substanz, prozentisch berechnet, et was 
zu hoch ausfallt, die Multiplikation mit 6,25 also mehr als 100 ergebe: 
muBte. 

An der Identitaét der beiden Niederschiige kann danach kein 
Zweifel sein. Auffallend ist der geringe Phosphorgehalt ; wahrscheinlich 
geht beim Auswaschen Phosphor bzw. Phosphorsiure verloren, ¢s 
diirfte jedoch kaum méglich sein, dies mit Sicherheit festzustelle: 


1) 0,7573 g verlor beim Trocknen 0,054 H,O also Trockensubsta: 
0,7033 = 92,87 % Gliheiickstand 0,4218 = 59,96, derselbe liefert 
0,014 Mg, P,O,; 2. 0,7486 g — 0,6952 trocken erforderte bei der Kjelda/ 
Bestimmung 16,0 cem n/5-Saure. 

*) 0,915 ¢ verlor beim Troeknen 0,027, hinterlieB also 0,8872 Trocke: 
substanz = 96,97 %, hinterlie3 beim Gliihen 0,3426 = 38,62. Aus den 
selben wurde erhalten 0,0154 Mg,P,0, = 0,49°, P der Trockensubstan 

- 0,6208 g = 0,601 trocken erforderte bei der Kjeldahibestimmung 13,8 n 5 
Saéure = 0,6386 N = 6,41° (etwas zu hoch aus dem eben angegeben: 
Grunde). 
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Man muB iibrigens auch an die Méglichkeit denken, daB beim Glithen 
der kohlenstoffhaltigen Substanz Phosphor als solcher entwichen ist. 
Auch das méchte sich schwer feststellen lassen. Ein besonderes Inter- 
esse an der Aufklarung dieser Verhiltnisse lag nicht vor, ich habe 
deshalb Versuche hieriiber nicht angestellt. 

Da der Phosphorwolframsiureniederschlag aus der chlorierten 
Aibumose sich in seinen auBeren Eigenschaften sowie in seinem Ver- 
halten zu Baryt, Natronlauge und Salzsiure ganz ebenso verhilt wie 
der aus Albumose, habe ich es fiir iiberfliissig gehalten, die betreffenden 
Niederschlage zu analysieren. 

Bemerkenswert erscheint mir noch, dai der Phosphorwolfram- 
siureniederschlag sich in 50proz. Alkohol nicht unbetrichtlich lést. 

Zur Entfernung des Baryts aus der barythaltigen Lésung der 
chlorierten Albumose wurde dieselbe mit Ammoniak und Ammonium- 
carbonat versetzt, erhitzt, filtriert, zur Trockne gedampft oder nach 
entsprechender Eincngung mit Alkohol gefallt usw. Das erhaltene 
Produkt entsprach vollstiindig dem ohne Zuhilfenahme von Phosphor- 
wolframsaure erhaltenen. Ich habe dieses Verfahren angewendet, 
weil es mir nicht gliickte, durch Einleiten von CO, und Erhitzen zu 
einem barytfreien Filtrat zu gelangen. Vd6llig barytfreie Filtrate be- 
kommt man freilich auch durch Ammoniumearbonat nicht, sie gaben 
stets Triibung mit H,SO,, doch erklart sich dieses wohl daraus, dab 
BaCO, in Wasser etwas mehr ldéslich ist als BaSQ,. 

Es schien mir wiinschenswert, die einzelnen Phasen der Einwirkung 
von CQO, auf eine barythaltige Albumoselésung etwas genauer kennen- 
zulernen. 

1. 100cem lproz. Albumoselésung wurden mit 50cem_ Baryt- 
wasser (etwas verdiinnt) versetzt (die leicht getriibte Albumoselésung 
wurde dabei véllig klar) und stundenlang CO, eingeleitet, bis die Reak- 
tion neutral war, dann filtriert, der Niederschlag (A) gut ausgewaschen. 
Er enthielt nicht unbetrachtlich Albumose, wie sich zeigte, wenn man 
ihn direkt mit etwas Natronlauge und Fehlingscher Losung durch- 
schiittelte. Besser noch ist es, den Niederschlag in Salzsiiure zu lésen, die 
Lésung mit NaOH und Na,CO,-Lésung zu versetzen, von dem Barium- 
carbonat abzufiltrieren und das Filtrat mit Feh/ingscher Lésung zu ver- 
setzen. Es wird also Albumose adsorbiert. Die Quantitit der adsorbierten 
Albumose steigt mit der Konzentration der Albumoselésung, hangt auch 
von der speziellen Beschaffenheit der angewendeten Albumose ab. 

Das Filtrat von dem Niederschlag A wurde stark eingedampft; 
es schied sich natiirlich reichlich Bariumcarbonat aus, aber auch dieser 


Niederschlag, gut ausgewaschen, enthielt Albumose, andererseits war 
auch das Filtrat nicht ganz barytfrei, es gab mit Ammoncarbonat 
noch einen Niederschlag. 


EK. Salkowski: 


Wenn man jedoch anders verfuhr, nimlich die Mischung glei: |) 
nach dem Einleiten von CO, energisch zum Sieden erhitzte, so \ 
das ausgeschiedene Bariumcarbonat, wenn auch nicht vollig, so do 
nahezu frei von Albumose, vollig frei dagegen bei Anwendung you 
Ammoniumearbonat. In einem zweiten, ebenso angestellten Versuch; 
enthielt indessen das Bariumcarbonat doch Albumose adsorbiert, |) 
Anwendung von Ammoncarbonat statt CO, dagegen nicht. Gary 
konstant sind die Erscheinungen nicht. Da der erste Niederschlay 
von BaCQO, Albumose enthilt, ist augenscheinlich eine einfache Ac- 
sorptionserscheinung, der Bariumgehalt des Filtrats von diesem Niede: 
schlag beruht ohne Zweifel auf der Bildung einer Albumosecarbami 
siureverbindung, die den von Siegfried!) entdeckten Carbaminsiiure- 
verbindungen der Aminos&uren analog ist, welche sich beim Kochei 
zersetzen. Es ist nicht zu verkennen, daB das Resultat der ersten 
Versuchsanordnung mit Teilung des Versuchs in einzelne Phasen mit 
dem der Erhitzung von vornherein in einigem Widerspruch steht, 
eine Erklarung wird sich schwer finden lassen. In praktischer Beziehuny 
geht aus den Versuchen jedenfalls so viel hervor, dafB man bei An- 
wendung von CO, zur Entfernung des Baryts erstens vor der Filtration 
kochen muB und zweitens die erhaltene Endlésung mit Ammonium- 
carbonat auf Bariumgehalt priifen muB. 

Es war nun von vornherein klar, daB die Adsorptionserscheinungen 
von der kolloidalen Natur der Albumose abhingig sind. Zur Priifung 
dieser Voraussetzung wurden 100 ccm einer | proz. klaren Glykogen- 
lésung (,,klar“*, abgesehen von der dem Glykogen zukommenden 
Opaleszenz) mit 50 ccm etwa halbgesiittigtem Barytwasser versetzt*) 
in die klar gebliebene Lésung anhaltend CO, eingeleitet, filtriert. Dic 
Filtration gelang ohne Schwierigkeit. Der Niederschlag wurde gut 
ausgewaschen, d. h. bis zum ginzlichen Verschwinden der Glykogen- 
reaktion. Die essigsaure Lésung des Niederschlags gab intensiv: 
Glykogenreaktion. Das Filtrat von dem Niederschlag wurde stark 
eingedampft, die triibe Fliissigkeit lieB sich weder durch Papier noch 
durch Asbest filtrieren, beim Eindampfen hatte sich aber ein Teil de- 
Bariumcarbonats so fest an der Abdampfschale festgesetzt, daB dies 
mehrmals mit Wasser ausgespiilt werden konnte, ohne daB sich der Ab- 
satz abliste. Dieser Niederschlag enthielt gleichfalls reichlich Glykogen 

DaB fiir die Adsorption durch Bariumcarbonat die kolloidale 
Natur der in Lésung befindlichen Substanz maBbgebend ist, zeigt 


l 


1) Siegfried, Zeitschr. f. physiol. Chem. 46, 401, 1913. 

2) Man setzt das Barytwasser vorsichtig und allmahlich zu, der anfangs 
entstehende Niederschlag lést sich wieder auf; wird dieser Punkt iiber- 
schritten, so laBt sich der Fehler durch einen kleinen weiteren Zusatz von 
Glykogenlésung verbessern. 
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sic in Versuchen mit dem Filtrat der Mischung von Harn mit Baryt- 
wasser, und ebenso in Versuchen mit Glykokoll und Barytwasser beim 
Kinleiten von CO,. Auf die Kinzelheitey dieser sehr einfachen Ver- 
suche brauche ich wohl nicht naher einzugehen. Der Verlauf des Ver- 
suchs mit Glykokoll zeigte indessen doch etwas Besonderes, das ich 
nicht ganz tibergehen méchte. Das Filtrat von dem Niederschlag von 
BaCO, wurde fast bis zur Trockne eingedampft; den Angaben Sieg/rieds 
entsprechend schied sich reichlich Bariumcarbonat aus, und zwar 
reines, das Filtrat davon war aber nicht frei von Baryt, es gab mit 
Ammoniumcarbonat eine Fallung. Im Widerspruch mit den Angaben von 
Siegfried war also der glykokollcarbaminsaure Baryt durch Kochen und 
Eindampfen nicht vollstandig zersetzt. Die Anwendung von Ammonium- 
carbonat ist also in solchen und ahnlichen Fallen nicht zu umgehen. 
is blieb nun noch die Frage, ob das ausfallende BaCQO, nicht 
doch Aminosauren adsorbiert, wenn gleichzeitig eine kolloidale Substanz 
in Lésung ist. Zur Beantwortung dieser Frage wurde 1 g Glykogen 
und 1g Leucin (aus Hefeautolyse, als tyrosinfrei bezeichnet, was sich 
auch bestiatigte) in je 100ccm Wasser gelést, die Lésungen zusammen- 
gegossen, 100 ccm verdiinntes Barytwasser hinzugefiigt, anhaltend CO, 
eingeleitet. Das Filtrat war ganz klar‘) bis auf die dem Glykogen 
zukommende Opaleszenz. Der abfiltrierte und bis zum vélligen Ver- 
schwinden der Glykogenreaktion im Waschwasser gewaschene Nieder- 
schlag gab, getrocknet (Probe), beim Erhitzen mit Natronkalk reichlich 
Ammoniak, in Essigsiure gelést enorme Glykogenreaktion. Es war 
also unter diesen Verhaltnissen sowohl Glykogen als auch Leucin 
adsorbiert. Das Filtrat wurde eingedampft, die dabei stark getriibte 
Fliissigkeit erwies sich wiederum unfiltrierbar, aber auch in diesem 
Falle hatten sich fest an der Abdampfschale haftende Ausscheidungen 
gebildet, die sich gut abwaschen lieBen; getrocknet erwiesen sie sich 
stark stickstoffhaltig. Bei tagelangem Stehen der triiben Fliissigkeit 
setzte sich ein Niederschlag ab, der sich durch wiederholtes Uber- 
gieBen mit Wasser und tagelanges Stehenlassen, wenn auch unter 
starken Verlusten, auswaschen lieB. Auch dieser Niederschlag erwies 
sich stickstoffhaltig und glykogenhaltig, wenn auch nicht stark’). 


1) Es gelang nicht regelmaBig, ein klares Filtrat zu erhalten. 

2) Beilaufig méchte ich noch folgende Beobachtung erwihnen. Durch 
ein Versehen waren 100ccm | proz. Glykogenlésung statt mit 50cem Baryt- 
wasser mit ebensoviel einer alkalischen Chlorbariumlésung (2 Vol. Baryt- 
wasser, 1 Vol. 10 proz. Chlorbariumlésung) versetzt, CO, eingeleitet, der 
Niederschlag bis zum Verschwinden der Reaktion mit Jod im Waschwasser 
ausgewaschen; die essigsaure Lésung desselben gab starke Jodreaktion, 
durch Zusatz von Alkohol und nachtrigliche Behandlung mit Ather konnte 
aus der essigsauren Lésung Glykogen in Substanz dargestellt werden. Die 
Adsorption kann also unter Umstanden sehr erheblich sein. 

Biochemische Zeitschrift Band 136. 12 





E. Salkowski: 


In praktischer Beziehung ist die Frage von Wichtigkeit, wie ver}: 
sich die Mischung, wenn man nach dem Einleiten von CO,, ohne 2) 
filtrieren, gleich aufkocht. Es wurde also dieselbe Mischung hergest«||t 
anhaltend CO, eingeleitet und, ohne zu filtrieren, zum Sieden erhiis: 
die Filtration gelang nicht, im iibrigen war das Verhalten so wie o}e1 
angegeben. 

Aus den mitgeteilten Versuchen ergeben sich beziiglich der P)\s. 
phorwolframsaurefallung der Albumose und Chloralbumose folgen« 
SchluBfolgerungen : 

1. Die Zersetzung des Niederschlags mit Barytwasser ist sehr 
unvollstandig, vielleicht infolge von Adsorption von Albumose durch 
den phosphorwolframsauren Baryt. 

2. Kine zweite Quelle des Verlustes an Albumose liegt in de: 
Adsorption derselben bei dem iiblichen Verfahren der Ausfallung «es 
Baryts mit Kohlensaiure durch das ausfallende Bariumcarbonat. We 
Verlust laBt sich verringern, aber nicht ganz vermeiden, wenn man 
die mit Kohlensaure behandelte Lésung vor der Filtration zum Sieden 
erhitzt. Ebenso adsorbiert Bariumearbonat andere kolloide Substanzen 
z. B. Glykogen. Dabei kann auch ein Verlust an gleichzeitig vorhandenen 
Aminosiuren entstehen. Statt Kohlensiure empfiehlt es sich, zur 
Entfernung des Baryts Ammoncarbonat anzuwenden. 

Die fiir die Albumose festgestellten Verluste lassen sich vermeiden 
wenn man den Phosphorwolframsiaureniederschlag nicht mit. Bary 


behandelt, sondern in Ammoniak lést und die Phosphorwolframsaure 
durch vorsichtigen Barytzusatz ausfallt. Ein etwaiger Uberschu® an 
Baryt lat sich durch Ammoncarbonat entfernen. Das Verfahren 
diirfte auch allgemein anwendbar sein. 


Il. Teil. Das chlorierte Casein. 

Als Material diente Casein nach Hammarsten. Die relativen Mengei.- 
verhaltnisse bei der Darstellung waren dieselben wie bei der Albumose 
Die Mischung wurde so lange erhitzt, bis sie citronengelbe Farbe an- 

nommen hatte, die weitere Einwirkung durch Neutralisieren bz\ 
‘berneutralisieren mit Natronlauge aufgehoben. Nach starker Ab- 
kiithlung wurde die alkalische Lésung mit Salzsiure angesiuert. Dab 
fallt ein schwach gelblicher, flockiger Niederschlag aus, der groBe Neiguny 
hat, zusammenzubacken, um so weniger, je kilter die Lésung ist 
Beim Auswaschen des abfiltrierten Niederschlags tritt nach einige 
Zeit ein Punkt ein, bei dem der Niederschlag anfingt, in Lésung 71 
gehen. Das Auswaschen wurde dann unterbrochen, der Filterinhal! 
in Alkohol gebracht, durch Behandeln mit Alkohol absolutus und Athe: 
entwissert, abfiltriert und abgepreBt, in der Reibschale trocken ge- 
rieben, das Chlorcasein so als feines weiBes Pulver erhalten. In anderen 
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‘allen wurde der Niederschlag durch Lésen in Natriumcarbonatlésung, 
das a’uBerst leicht erfolgt, und Wiederausfillen durch Salzsiure ge- 
rel igt. 

Eigenschaften. 

Der feuchte Niederschlag zeigt folgende, zum Teil recht auffallende 
Kigenschaften. 

1. Er lést sich in Wasser beim Erhitzen zu einer klaren oder 
héchstens leicht triiben Fliissigkeit. Die Tritbung nimmt beim Er- 
kalten zu. Die Lésung gibt starke Biuretreaktion, wird flockig gefallt 
durch Zusatz des gleichen Volumens gesattigter Chlornatriumlésung. 

2. Die Lésung in Natriumcarbonat bleibt bei Zusatz des gleichen 
Volumens Kochsalzlésung ganz klar. 

3. Der Niederschlag lést sich in 50proz. Alkohol beim Erhitzen 
ganz klar, ein weiterer Zusatz von Alkohol laBt die Lésung ganz un- 
verindert. Diese Léslichkeit in heiBem Wasser und in Alkohol ist 
nur bedingt durch einen minimalen Gehalt des Niederschlags an 
Salzsiure. DaB dem so ist, sieht man, wenn man zu einer etwas gréBeren 
Quantitat der wisserigen oder alkoholisch-wisserigen Lésung auBerst 
vorsichtig ganz verdiinnte Lésung von Natriumcarbonat setzt: es 
fallt ein weiBer Niederschlag aus, der nunmehr in kaltem Wasser un- 
léslich ist. Das durch Behandeln mit Alkohol und Ather erhaltene 
Produkt zeigt dieselben Eigenschaften. Das weibe Pulver lést sich 
in 50proz. Alkohol, die Lésung zeigt aber auch eine, wenn auch ganz 
schwache saure Reaktion, es gelingt augenscheinlich auch durch lange 
Kinwirkung von Alkohol nicht, die adsorbierte, vielleicht auch chemisch 
gebundene Salzsiure vollstindig zu entfernen. 

4. Der Phosphorgehalt des Chlorcaseins betriigt 0,85° 1), ist also 
unveraindert geblieben. 


Zur Konstitution des Chlorcaseins. 

Beziiglich der Anwesenheit von aromatischen Atomkomplexen 
habe ich in Ubereinstimmung mit vorliegenden Angaben folgendes 
festgestellt. 

1. Reaktion mit Glyoxylsaiure negativ. 

2. Reaktion mit p-Dimethylamidobenzaldehyd gleichfalls negativ. 

3. Desgleichen die Reaktion mit Millonschem Reagens. 

4. Beim Erhitzen der trockenen Substanz mit Salpetersaure von 
1,2 D geringe Gelbfarbung, die beim Zusatz von Natronlauge dunkler 
wurde. 

Danach wiirde also die Phenylalaningruppe nicht ganz fehlen. 
Betreffs dieses Punktes schien mir eine weitere Untersuchung dariiber, 


1) 0,5812 g gaben, mit Salpetermischung geschmolzen usw., nach vor- 
gingiger Fallung mit Ammonmolybdiat 0,0177 Mg, P,O,. 


12* 





180 E. Salkowski: 


ob durch Oxydation mit Kaliumchromat und Schwefelsiure Bey. 
aldehyd bzw. Benzoesiure zu erhalten war, wiinschenswert. In der 
Ausfiihrung der Versuche schloB ich mich dem Verfahren an, das jc} 
in meiner Arbeit tiber das pathologische Melanin zum Nachweis der 
Phenylalaningruppe im Pepton und Melanin!) benutzt habe. In einem 
Vorversuch wurden 5g Casein mit 15g K,CrO,, 150 Wasser und 
15cem konzentrierter Schwefelsiure destilliert, 100 ccm abdestillicrt 
Zum Nachweis des Benzaldehyds habe ich auBer dem Geruch danach 
an der angegebenen Stelle folgende Reaktion benutzt: erwiirmt 
man eine wisserige Benzaldehydlésung nach Zusatz einer Spatelspitze 
Wittepepton und drei Tropfen einer 3proz. Ferrichloridlésung mit 
etwa 3/, Volumen rauchender Salzsaure, so tritt eine lebhafte Griin. 
farbung auf, die allmahlich tiefblau wird. Diese Reaktion fiel beim 
Wittepepton und Melanin positiv, im vorliegenden Falle dagegen 
negativ aus, es war aber auch der gréBte Teil des Caseins augenscheinlich 
unangegriffen geblieben. 

In einem neuen Versuch wurden daher die relativen Verhiltniss 
geandert und auf die Entstehung von Benzoesiure untersucht. 5, 
Casein wurden mit 50cem Wasser, 30g Kaliumbichromat, 30 ccm 
konzentrierter Schwefelsiure erhitzt: es trat eine stiirmische Reaktion 
ein, die ein Abdestillieren verhinderte. Der Kolbeninhalt wurde nach 
dem Erkalten und Verdiinnen mit Ather ausgeschiittelt. Der Ather 
wurde groBtenteils abdestilliert, der Riickstand in einem Glasschalchen 
auf schwach siedendem Wasserbade erhitzt. Sofort nach dem Ab. 
nehmen vom Wasserbade erstarrte der Riickstand strahlig kristal- 
linisch, er bestand aus reiner Benzoesiure. Das Gewicht betrug 0,099 g. 

Nimmt man — was wahrscheinlich ist — an, daB die Benzoesiiure 
nur aus dem Phenylalanin stammt, so wiirde sich der Prozentgehalt 
des Caseins an demselben zu 2,67 % berechnen. Diese Zahl ist erheblich 
hoher, als sie friiher in gemeinschaftlich mit meinem Bruder angestellten 
Versuchen durch Verfiitterung der Faulnissiuren aus Fibrin erhalten 
wurde?). Diese ergaben nur 1,4%,. Ein zweiter Versuch lieferte gleich- 
falls reichlich Benzoesiure, die Gewichtsbestimmung war aber nicht 
verwertbar, da die Benzoesiure durch Chromverbindungen (Uber- 
chromsiure- anhydrid?) lebhaft blaugriin gefirbt war*) und eine 
Reinigung nicht gelang. 

Der Versuch mit Chlorcasein*) verlief wesentlich anders; der 
Ather hinterlieB einen schmierigen, nach Fettsiuren riechenden Riick- 


1) Virchows Arch. 228, 469, 1920. 

*) E. und H. Salkowski, Zeitschr. f. physiol. Chem. 105, 247, 1919. 

3) Das Gewicht betrug 0,411 g. 

*) Dieses Praparat verdanke ich der Firma Knoll; es stammte von friiher 
her aus der Darstellung des therapeutisch angewendeten Tannyls. 
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stand, der sich nur teilweise in Natriumcarbonatlosung, augenscheinlich 
unter Seifenbildung, léste. Dennoch war in demselben Benzoesiure, 
wenn auch in viel geringerer Quantitét, nachweisbar. Die alkalische 
Léisung wurde verdiinnt, filtriert, eingedampft, mit Salzsiure gefallt, 
die sofort entstehende Ausscheidung auf einem kleinen Filter gesammelt, 
vewaschen, an der Luft getrocknet. Da es nicht ausfiihrbar erschien, 
die kleine Quantitaét einigermaBen vollstandig vom Filter abzulésen, 
wurde das Filter selbst zwischen zwei Uhrglasern erhitzt. Es trat 
sofort die aiuBerst charakteristische Erscheinung der sublimierenden 
Benzoesiure ein: in dem oberen Uhrglas setzten sich die griingoldig 
glinzenden Kristallflitter an, die vorher den Raum zwischen den beiden 
Uhrglisern wie durcheinanderwirbelnde Schneeflocken erfiillt hatten. 
Es war also auch in diesem Falle bei der Oxydation Benzoesaure ent- 
standen, wenn auch in viel geringerer Quantitat, in Ubereinstimmung 
mit der schwachen Xanthoproteinreaktion. 

Mit dem Fehlen der Tryptophangruppe steht das Verhalten 
des Chlorcaseins bei der bakteritischen Zersetzung im Einklang. An 
sich sind die Lésungen sehr wenig zur Faulnis geneigt. Eine 2proz., 
mit Natriumcarbonat alkalisierte Lésung von selbst dargestelltem 
Chloreasein hielt sich, in einer in der iiblichen Weise gereinigten, jedoch 
nicht sterilisierten Flasche aufbewahrt, lange Zeit anscheinend un- 
verindert, obwohl die Uberimpfung auf Nihrbouillon Bakterien- 
gehalt ergab. Uber das Verhalten bei Impfung mit faulender Fleisch- 
mazeration wurde folgender Versuch angestellt. 

Je 100 cem einer 2 proz. alkalisierten Chlorcaseinlésung im Erlen- 
meyerkélbchen A und B wurden mit einigen Tropfen faulender Fleisch- 
mazeration geimpft, A blieb ohne weiteren Zusatz, zu B wurden 
einige Milligramm vorher gelésten Tryptophans gesetzt. In beiden 
Kélbchen trat bald starke Triihung und Bakterienentwicklung ein. 
Beide Mischungen wurden nach einigen Tagen nach leichtem Ansiuern 
mit verdiinnter Schwefelsiure destilliert. Das Destillat von B enthielt 
Indol, das von A nicht. 


Die Hydrolyse mit starker Schwefelsdure. 

In einer soeben erschienenen Arbeit!) iiber die Hydrolyse von 
Hornsubstanz, EiweiBkérpern und Leim mit starker Schwefelsaiure 
(2 Volumen H,S0,, 3 Volumen H,Q) bin ich zu dem Resultat gelangt, 
daB die Hydrolyse bei zwei- bis dreistimdigem Erhitzen am RiickfluB- 
kiihler vollstaindig erfolgt, da 1. Pepton nicht mehr vorhanden ist 
2. daB die Hydrolysate Brenztraubensiure enthalten, die Mérner schon 
bei Hydrolyse mit schwacher Salzsiiure gefunden hat, 3. nur unbe- 


1) Diese Zeitschr. 138, 1. 1922. 
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deutend Ammoniak, dagegen eine Kupferoxyd in alkalischer Lés ing 
reduzierende Substanz, und zwar beim Horn und EiweiB auf Trau! 
zucker umgerechnet, etwa 12°, der organischen Trockensubstanz, |) 
Leim dagegen nur 7,6°%. In der Idee, iiber die Art der Bindung 
Chiors in Chlorcasein vielleicht Aufschliisse zu erhalten, habe ich (i 
Versuche auch am Chlorcasein angestellt. 

Zu den Versuchen diente das bereits erwaihnte, fabrikmaBig her 
gestellte, fast véllig aschefreie Chlorcasein!) mit einem Cl-Gehal; 
von 6,72 bzw. 6,78%, auf die aschefreie Trockensubstanz bezoven 
20 g dieses Chlorcaseins wurden mit 60 ccm der angegebenen Schwefel. 
siuremischung 3 Stunden am RiickfluBkihler erhitzt, dann auf 200 com 
verdiinnt und 150 cem abdestilliert, in den Destillierkolben (mit Glas. 
schliff) nach dem Erkalten 150 ccm Wasser gegeben und ebensovie! 
abdestilliert. Dies noch mehrmals wiederholt. Das erste Destillat 
diente zu Reaktionen: Jodoformbildung bei Zusatz von Jodjodkalium 
Braunung mit alkalisch-ammoniakalischer Silberlésung (am = zweit- 
naichsten Tage zusammenhiingender Silberspiegel), schwache Violett- 
farbung mit fuchsinschwefliger Siaure (Grosse-Bohlesche Lésung), aut 
HCl-Zusatz verschwindend, Rotfarbung mit Nitroprussidnatrium 

Natronlauge; abweichend von den erwahnten Destillaten aus Horn 
und EiweiB enthielten diese Destillate reichlich Salzsiure (die quanti. 
tative Bestimmung ist leider versiumt, doch ist sicher der gréBte Teil 
des Chlors abgespalten). — Die Jodoformreaktion diente zur Kon 
trolle dafiir, ob die Destillate noch flichtige Substanzen enthielten 
Das vierte Destillat gab noch merklich Jodoform, das fiinfte nur eine 
Andeutung. Zur Untersuchung auf Brenztraubensiure wurden siimt- 
liche Destillate, soweit sie nicht durch Reaktionen verbraucht waren 
vereinigt, mit Natriumcarbonat neutralisiert (bzw. etwas iiberneutra- 
lisiert) und auf ein kleines Volumen eingedampft, mit Salzsiure an- 
gesiuert und mit salzsaurem Phenylhydrazin behandelt?). Es schied 
sich ein gelbgefarbter Niederschlag aus, der sich bei schwacher (63 facher) 
VergréBerung als aus Nadeln bestehend erwies, die indessen mit 
amorphen Kérnchen besetzt waren. Zur Reinigung war die erhaltene 
Quantitaét zu gering. Der Schmelzpunkt der ungereinigten Substanz 
lag bei 170°. 


1) Analyse des Chlorcaseins. 1,236 gaben 1,2284 Trockensubstanz 
(bei 120°) und 0,0034 Asche (in der iiblichen Weise bestimmt). Die Zu 
sammensetzung ist demnach organische Trockensubstanz 99,11, Wasse! 
0,61%, Asche 0,28 %. 

0,6930 g- gab mit absolut chlorfreier Salpetermischung geschmolze: 
0,1889g AgCl = 6,71%. 0,6830 gab 0,1859g AgCl = 6,739, Mitte! 
6,72°% = 6,78% der aschefreien Trockensubstanz. 

2) Uber die Ausfiihrung vgl. die zitierte Arbeit 8. 14. 
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Zur Bestimmung der sogenannten Huminsubstanz wurden 20 cem 

des verdiinnten Hydrolysats mit so viel Natronlauge versetzt, daB die 

Reaktion nicht mehr kongosauer war. Der Niederschlag war gut filtrierbar. 

Sein Gewicht betrug nach dem Waschen und Trocknen bei 118° 0,0805 g 

1,03 % des angewendeten Chlorcaseins, das ist etwas mehr als bei der 

Hornsubstanz (3,24°%). Natiirlich ist eine genauere Untersuchung 

dieser Huminsubstanz erforderlich, was nur bei gréBeren Mengen mdéglich 
sein wird. 


Zur Ammoniakbestimmung wurden 20 cem (immer des auf 200 ccm 
verdiinnten Hydrolysats) stark verdiinnt, dann mit Natronlauge nahezu 
neutralisiert, dann unter reichlichem Zusatz von Magnesiumoxyd 
ersch6pfend destilliert, das Destillat sittigte 9,9ccm n/5 Saure 

0,0277 NH, = 2,77% des angewendeten Chlorcaseins, wahrend 
Hornsubstanz im Maximum 1,937 °% ergeben hatte. 


Zur Bestimmung des Reduktionsvermégens wurden 20 ccm des 
Hydrolysats verdiinnt, mit Calciumcarbonat abgesattigt, am nachsten 
Tage filtriert und auf 100 ccm gebracht. 50 ccm dienten zur Bestimmung 
des Reduktionsvermégens, 40 ccm zur Bestimmung des aschefreien 
Trockenriickstands. 50ccm wurden mit 40cem frisch gemischter 
Fehlingscher Lésung, die indessen kein Kaliumtartrat, sondern nur 
Natriumtartrat enthielt, 5 Minuten im Sieden erhalten, nach einigem 
Erkalten mit Salzsiure angesiuert!) und mit Rhodanammoniumlésung 
versetzt. Abweichend von der Hornsubstanz und dem Eiweif ent- 
stand nicht sofort, wie bei diesen, ein Niederschlag, sondern erst all- 
mihlich. Das ausgeschiedene Kupferrhodaniir wurde am _ nichsten 
Tage filtriert und ausgewaschen. Das Filtrat und das Waschwasser 
waren absolut klar. Beim Stehenlassen des Filtrats und des Wasch- 
wassers (mit AusschluB des letzten) hatte sich aufs neue eine Aus- 
scheidung gebildet. Die erste Quantitat betrug bei 118° getrocknet 
0.2996 g, die zweite 0,045 g, im ganzen also 0,3446 g. Die aschefreie 
Trockensubstanz in 50 ccm betrug 1,402 g?). Legt man nur den ersten 
Anteil des Kupferrhodaniirs der Umrechnung auf Traubenzucker zu- 
grunde, so betraigt der scheinbare Traubenzuckergehalt 6,33°% der 
organischen Trockensubstanz, legt man die Summe der beiden Anteile 
zugrunde 7,28 °%, wihrend die frither fiir Eiwei8 und Leim gefundenen 
Zahlen 12°% bzw. 7,65°% waren. 

Zu einer weiteren Bestimmung wurde das ganz klare Filtrat und Wasch 
wasser (mit Ausnahme des letzten) von der Huminsubstanz verwendet, 


1) Dabei blieb die Fliissigkeit ganz klar, eine nochmalige Filtration, 
wie sie bei der Hornsubstanz nétig war, eriibrigte sich also. 

2) 40 cem hinterlieBen 1,3948 Trockensubstanz, wovon 0,2697 asche- 
frei, also 1,1251 organische Trockensubstanz mal 5/4 = 1,402. 
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auf 100 ccm gebracht, 50cem dienten zur Bestimmung. Es wurden ve. 
funden nach 24 Stunden 0,2478 g Kupferrhodaniir, als zweite Ausscheid jn 
0,0227 g, zusammen 0,2705 g') entsprechend 5,24 % bzw. 5,71 % scheinbirer 
Traubenzucker, jedenfalls also erheblich weniger als bei der ersten [}e. 
stimmung. Gegen diese Berechnung kann man einwenden, daB in diesem 
Falle ja auch die aschefreie Trockensubstanz geringer war, namlich um die 
Halfte der sogenannten Huminsubstanz. Bei Beriicksichtigung dicses 
Umstandes verringert sich der aschefreie Trockenriickstand auf 1,362 g, die 
scheinbaren Zuckerzahlen steigen auf 5,40% bzw. 5,89%. Es scheint 
also, daB durch die Abscheidung der Huminsubstanz ein Teil der redy 
zierenden Substanz entfernt ist. 


Auffallend niedrig erscheint die Zahl fiir den organischen Trocken. 
riickstand. Fir die Erkliarung kommen verschiedene Momente in 
Betracht, zunichst der Verlust an Chlor, sodann die Abscheidung von 
Huminsubstanz, welche (nach der Farbung zu schlieBen, die der kohlen- 
saure Kalk bei der Absiattigung der Schwefelsiure angenommen hat) 
stattgefunden hat. Doch reichen diese beiden Momente nicht aus, es 
muf$ auBerdem noch organische Substanz durch die Behandlung mit 
Kalk unléslich geworden sein, entweder chemisch gebunden oder 
physikalisch adsorbiert. 


Das Verhalten des Chlorcaseins bei der Verdawung. 


Die Priifung der Verdaulichkeit durch Pepsin und Trypsin schien 
mir von verschiedenen Gesichtspunkten aus von Interesse. 


Wiahrend es keinem Zweifel unterliegt, daB die Hauptmenge des mit 
der Nahrung eingefiihrten EiweiBes im Darmkanal in seine Spaltungs. 
produkte zerfallt und erst diese zur Resorption gelangen, liegt immer noch 
die Méglichkeit vor, daB ein Teil in hochmolekularer Form als Albumose 
oder Pepton resorbiert wird. Hierfiir sprechen die Versuche von 
Borchardt*) mit Elastin und Elastose. Nach Verfiitterung von aus Elastin 
durch Pepsinverdauung dafgestellter Elastose konnte Borchardt diese im 
Blut nachweisen, nach Verfiitterung von Elastin Elastose nicht nur im 
Blut, sondern auch im Harn. Diese Angaben sind in neuerer Zeit bestritten 
worden*) bzw. die Beweiskraft derselben. Die gechlorte Albumose wiirde 
nun ein sehr geeignetes Material zur Férderung dieser Frage darstellen, 
ebenso das Chlorcasein, vorausgesetzt, daB es sich als verdaulich erweist 


1. Pepsinverdauung. Zur Darstellung der Pepsinlésung wurden 
2g eines als duBerst wirksam erprobten Pepsins (Finzelberg) durch Be- 


1) Die Bestimmung des Kupferrhodaniirs hat meistens in dieser 
Fallen den Fehler, da8 sich beim Stehenlassen des klaren Filtrats immer 
wieder neue Ausscheidungen bilden, nur zwei zu _ beriicksichtigen wiire 
also lediglich konventionell. 

*) Borchardt, Zeitschr. f. physiol. Chem. 51, 506, 1907; 57, 305, 1908 

3) Ich fiihre dies aus dem Gedichtnis an, es ist mir leider nichi 
gelungen, das betreffende Zitat zu finden. 
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hacdlung mit Wasser von Milchzucker befreit, dann 24 Stunden bei 
Ziiamertemperatur mit 300ccem Wasser und 3ccm Salzsdiure von 
1.126 D stehen gelassen, filtriert. In das in einem Zylinderglas mit 
(Glasstépsel befindliche Filtrat wurden 10g des fabrikmaBig herge- 
stellten Chlorcaseins eingetragen, durch Schiitteln méglichst verteilt 
und 4 Tage unter 6fterem Schiitteln im Brutschrank gelassen, dann 
die Flissigkeit von einer den Boden des Glases bedeckenden zusammen- 
hangenden Schicht abgegossen, mit Natriumcarbonat neutralisiert und 
zum Sieden erhitzt. Dabei schied sich eine nicht unbetrachtliche 
Quantitét Neutralisationsprazipitat aus, ebenso bildeten sich Haute 
beim Eindampfen des Filtrats auf dem Wasserbad an den Randern 
der Fliissigkeit, die durch AbgieBen der Fliissigkeit und Abspiilen mit 
Wasser isoliert werden konnten. Es fragte sich, ob dies Chloralbumose 
sei oder unveraindertes Chlorcasein. Zur Untersuchung. wurden die 
an der Schale haftenden Haute in schwacher Natronlauge gelést und 
mit verdiinnter Schwefelsiure ausgefallt, abfiltriert, ausgewaschen, 
an der Luft getrocknet. Hierbei wurde eine spréde, leicht pulverisierbare 
Masse erhalten. Aus alkalischer Lésung durch vorsichtiges Ansaéuern 
oder umgekehrt aus saurer Lésung durch Alkalisieren erhaltenes Chlor- 
casein verhilt sich genau ebenso. In feuchtem Zustand auf dem Wasser- 
bad schmilzt es, wird nach dem Erkalten spréde und pulverisierbar. 
Weiterhin wurde die Verdauungslésung mit Ammonsulfat gesattigt ; 
es entstand ein ziemlich reichlicher Niederschlag, der abfiltriert und 
mit gesittigter Ammonsulfatlésung gewaschen wurde. Die wisserige 
Lésung gab intensive rote Biuretreaktion. Beides ist nicht fiir Albu- 
mose beweisend, eine méglichst neutrale Lésung von Chlorcasein ver- 
hielt sich genau ebenso, ja auch das Casein selbst wird durch Ammon- 
sulfat véllig gefallt, beruht auf der volligen Ausfaillung des Caseins 
durch Ammonsulfat ja doch ein von mir!) angegebenes Verfahren zur 
schnellen polarimetrischen Bestimmung des Milchzuckers. Durch Zusatz 
des gleichen Volumens gesittigter Kochsalzlésung wird die schwach 
alkalisierte Losung der fraglichen Albumose nicht gefiallt, eine schwach 
alkalische Chlorcaseinlésung aber auch nicht. Kurz, es ist mir nicht 
gelungen, nachzuweisen, da®B die fragliche Substanz eine Albumose 
sei und nicht unverindertes Chlorcasein. Die von dem Ammonsulfat- 
niederschlag abgetrennte Fliissigkeit gab eine verhaltnismabig schwache 
rote Biuretreaktion, es gelang indessen durch weitere Bearbeitung eine 
wenn auch kleine Quantitét Pepton zu isolieren. Zur Orientierung 
iiber die Quantitit des in Lésung gegangenen Chlorcaseins wurde der 
erwiihnte Bodensatz, so gut es ging, aus dem Zylinder herausgebracht 
und durch langes Erhitzen auf dem Wasserbad, wobei er schmolz. 


1) E. Salkowski, Zeitschr. f. physiol. Chem. 78, 89, 1912. 
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getrocknet. Sein Gewicht betrug rund 6,5 g, es ist also etwa ein Dri’ ‘¢| 
des Chlorcaseins geldst. 

2. Trypsinverdauung. Ein gut durchgeschiitteltes Gemisch 
50 g Chlorcasein 2g Pankreaspulver, 1 Liter Chloroformwasser, 5 ¢ 1 
Natriumcarbonatlésung kamen in einer Stépselflasche auf 8 Tage 
den Thermostaten. Schon nach 24 Stunden hatte sich ein auberst 
ziher, klebriger Bodensatz gebildet. Es gelang zwar, denselben it 
einem langen Glasstab vom Boden abzulésen und durch Schiitteln /; 
verteilen, er bildete sich aber immer wieder aufs neue. Nach 8 Tagen 
wurde die Lésung filtriert, in dem leicht triiben Filtrat war weder 
Tryptophan noch Tyrosin durch Reaktionen nachweisbar. Zum Nach. 
weis von Leucin wurde die Lésung nach Abstumpfen des Alkalis mit 
Salzsiure bis zu ganz schwach alkalischer Reaktion auf etwa 100 ccm 
eingedampft, von ausgeschiedenen Schmieren abfiltriert, die ganz 
klare Lésung in einem Becherglas mit dem doppelten Volum Alkoho! 
vermischt. Nach mehrtagigem Stehen hatte eine glatte Scheiduny 
in eine alkoholische und eine wasserige Lésung stattgefunden. Dic 
alkoholische Schicht wurde abgetrennt, eingedampft und in Wasser 
gelést. Als die Lésung behufs Fallung mit Phosphorwolframsiure 
mit verdiinnter Schwefelsiure angesiuert wurde, entstand ein zaher, 
flockiger Niederschlag, der sich bald zu einem ziihen pflasterartigen 
Klumpen verdichtete. Die davon abgetrennte Lésung muBte das 
Leucin, wenn solches vorhanden, enthalten. Um mich dariiber zu 
orientieren, wieviel Leucin im besten Falle zu erwarten war, brachte ich 
die Lésung auf das Volum von 100ccm und bestimmte in 10 cem den 
Stickstoff. Es ergaben sich fiir die restierenden 90 ccm nur 0,0466 Stick- 
stoff, was 0,436 Leucin entsprechen wiirde. Durch weitere Bearbeitung 
der Lésung konnte Leucin nicht nachgewiesen werden, auch nicht 
mikroskopisch. Das Chlorcasein hat sich also dem Trypsin gegeniibe: 
resistent erwiesen. 

Derselbe Versuch wurde noch einmal mit 35g desselben Chlor 
caseins und einem anderen sehr wirksamen Pankreaspulver mit 8 tagiger 
Digestion angestellt. Auch hierbei léste sich sehr wenig desselben ; beim 
Kindampfen der mit verdiinnter Schwefelsiure nahezu neutralisierten 
Lésung, die keine Tryptophanreaktion gab, setzten sich braunliche 
Haute ab, von denen abfiltriert wurde. Diese Haute wurden in ver- 
diinnter Natronlauge gelést; aus der mit Schwefelsiure angesiuerten 
Lésung schied sich ein braunlicher, klebriger Niederschlag, von dem 
es dahingestellt bleiben muB, ob er Albumose darstellt. Er erwies sich 
chlorhaltig, die quantitative Bestimmung war wegen des festen Haftens 
am Papier unausfiihrbar. Die Lésung wurde mit Ammonsulfat ge- 
sittigt, das Filtrat durch Kochen mit Bariumcarbonat von Ammon- 
sulfat befreit, dann zur Trockne gedampft, das Gewicht des Riick- 
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standes betrug nur 1,674 g!). Die Bestimmung des Chlorgehalts ergab 
fir die aschefreie Trockensubstanz 5,03% Cl. Der Chlorgehalt ist 
naturgemaB niedriger als der des angewendeten Chloreaseins, da sich 
demselben ja noch die nicht chlorhaltigen Verdauungsprodukte des 
Pankreaspulvers beigemischt haben muBten. Das Gesamtergebnis der 
Versuche mit Pankreaspulver ist also, daB das Chlorcasein sehr schwer 
angegriffen wird, das Chlor in dem Atomkomplex bleibt und eine Bildung 
von Aminosiure nicht stattfindet. Ob Fiitterungsversuche unter diesen 
Verhaltnissen ein zu Schliissen brauchbares Resultat ergeben wiirden, 
ist sehr zweifelhaft, jedenfalls war ich auch nicht in der Lage sie aus- 
fahren zu kénnen. Ubrigens wiirden sie auch im besten Fall nicht 
mehr gelehrt haben, als was Neuberg und Mosse*) schon fiir das Jod- 
eiweiB gefunden haben, nimlich da®B kleine Mengen von Halogeneiweib 
in das Blut und die Organe iibergehen. Immerhin kann man gegen 
die Verallgemeinerung der Ergebnisse einwenden, dais es sich um hete- 
rogene Substanzen handelt und dab die resorbierten Mengen sehr gering 
sind. Es wiirde sich wohl verlohnen, die Versuche mit Atmidalbumose 
wieder aufzunehmen, von der ich*) nachgewiesen habe, da Hunde 
damit fast vollstandig ins N-Gleichgewicht zu bringen sind, die daher 
kaum als kérperfremde Substanz bezeichnet werden kann. Allerdings 
wire erst die Verfrage zu lésen, ob dem Blute zugesetzte Atmidalbumose 
sich mit Sicherheit in demselben nachweisen liBt. Auch schon ohne 
diesen Nachweis wire nach den physiologischen Verhalten der Atmid- 
albumose der direkte Ubergang ins Blut erwiesen, wenn die Behauptung 
von Neumeister, daB die Atmidalbumose sich sowohl gegen Pepsin als 
Trypsin sehr resistent erweist, richtig wiire, sie ist aber, wie ich (I. c.) 
nachgewiesen habe, leider nicht richtig. 


Ich méchte hieran noch einige Bemerkungen betreffs der An- 
wendung der Phosphorwolframsiure schlieBen. HL. Schulze*) teilt in 
einer Arbeit iiber die stickstoffhaltigen Bestandteile der Keimlinge 
von Vicia sativa beiliufig und ganz kurz mit, in welcher Weise er bei 
dem Nachweise von Guanidin durch die Eigenschaft der iiblichen 
Phosphorwolframsiure, Kaliumsalze zu fallen gestért worden ist. Bei 


dem konstanten Gehalt des Harns an Kaliumsalzen und dem oft sehr 


erheblichen Gehalt der Ausziige aus Organen des Tierkérpers daran 


1) Analyse: 0,3908g gab 0,3572 Trockenriickstand, wovon 0,0926 
Asche also 0,2646 g = 67,70% organische Substanz 0,6898 g gab beim 
Schmelzen mit absolut reiner Salpetermischung 0,0951 AgCl = 5,03 % Cl 
des organischen Trockenriickstandes. 

2) OC. Neuberg und Mosse, Zeitschr. f. physiol. Chem. 37, 427, 1902/03 

*) EB. Salkowski, Zeitschr. f. Biol. 34, 190. 

4) BE. Schulze, Zeitschr. f. physiol. Chem. 17, 121, Anmerkung. 1892. 
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wird diese Stérung sehr haufig eintreten, ich glaube nicht, da -ic 
immer geniigend beachtet ist, es ist mir auch zweifelhaft, ob «ic 
Kigenschaft der Phosphorwolframsiure, mit Kaliumsalzen unldsliciie 
Verbindungen zu bilden, den Untersuchern stets gegenwirtig gewes--n 
ist; ich habe sie, offen gestanden, als ich zur Darstellung des Oxy. 
chlorcaseins Kaliumchlorat anwendete — dieses lag mir naturgem{ 
naher als das Natriumchlorat — nicht im Gedachtnis gehabt und mich 
durch das ganz eigentiimliche Verhalten des Niederschlages eine Zcit- 
lang tauschen lassen. 

C. Friedheim schreibt im Ladenburgs Handworterbuch der Chemi: 
(13, 259) bei Besprechung der Phosphorwolframsiiure: ,,Das Kalium. 
salz Ky P Wy. Oyo (Wassergehalt fraglich) fallt selbst aus sehr verdiinnter 
Lésung der Séiure und ihrer Salze auf Zusatz léslicher Kaliumsalze in 
Gestalt eines weiBen, pulvrigen, dichten, schweren Niederschlags, der, 
im Gegensatz zu den Kaliumsalzen der anderen Sauren!) (namlich 
Phosphorwolframsauren), in Wasser so gut wie unldslich ist.“ 

Die Beschreibung ist naturgemaB nicht erschépfend, enthiit 
namentlich die Momente nicht, die fiir den physiologischen Chemiker 
beim Arbeiten mit der Siure von besonderem Interesse sind, ich méchte 
sie daher ein wenig erginzen. 

Versetzt man die mit Salzsiure angesiuerte Loésung eines Kalium. 
salzes z. B. KCl mit Phosphorwolframsiure, so entsteht eine weibe. 
milchige Fliissigkeit, die unverandert selbst durch gehiartete Filter 
hindurchgeht, indessen gelingt es meistens, wenigstens einen Teil auf 
dem Filter zuriickzuhalten und auch auszuwaschen. UberlaBt man 
das Filter sich selbst, so laBt sich der angetrocknete Niederschlag leicht 
vom Filter ablésen. Mit geringerem Verlust, aber auf einem recht 
langwierigen Wege erhalt man die Verbindung, wenn man die Reaktions. 
mischung in ein groBes Volumen Wasser in einem Zylinder gieBt und 
die Sedimentierung abwartet. Das dauert allerdings unter Umstianden 
wochenlang und die dariiber stehende Fliissigkeit wird — ganz ahnlich 
dem Verhalten von in Wasser suspendierten Ton — nicht vollkommen 
klar, aber doch nahezu. Zu dem opaken Aussehen der Mischung triigt 
iibrigens auch bei, daB die Verbindung groBbe Neigung hat, dem Glas 
zu adharieren und dieses zu triiben. Wenn die Verbindung sich ab. 
gesetzt hat, hebert man die Fliissigkeit ab und erneuert das Wasch 
wasser, bis es keine Salzsiure mehr enthalt, schlieBlich 14Bt man den 
Rest in einer Porzellanschale eintrocknen oder beférdert die Trocknung 
durch gelindes Erwirmen auf dem Wasserbad. Suspendiert man ein 
wenig der trockenen Substanz in Wasser und bringt die Suspension 

1) Daraus geht gleichzeitig hervor, daB die gewohnlich angewendet 


Phosphorwolframsiure Phosphorduodeciwolframséure H,PW,,Q,,__ ist. 
da sie ja mit Kaliumsalzen Niederschlage gibt. 
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au! ein gehartetes Filter, so geht sie unverindert hindurch; auch Er- 
hitzen zum Sieden andert daran nichts, trotzdem der Niederschlag sich 
qindichst besser absetzt. Erwahnenswert erscheint mir noch ein 
weiteres sehr eigentiimliches Verhalten. Fiihrt man die Fallung in 
eine Schale aus und laBt sie etwa 1 Woche lang stehen, so findet man 
am Boden der Schale eine zihe, pflasterartige Masse, von der sich beim 
Xciben mit dem Glasstab nur wenig und wiederum auBerst feinpulvrig 
ablést. 
Zusammenfassung beziiglich des Chlorcaseins. 

1. Das durch naszierendes Chlor erhaltene Chlorcasein (richtiger 
wohl Oxychlorcasein) ist scheinbar in Wasser und 50proz. Alkohol 
léslich, die Léslichkeit ist jedoch stets durch Spuren von Alkali oder 
Siuren vermittelt. 

2. Es gibt bei der Hydrolyse mit starker Schwefelsiure unter 
Abspaltung von Salzsiure dieselben Produkte, wie die EiweiBkorper, 
jedoch weniger reduzierende Substanzen. 

3. Es erweist sich gegeniiber Pepsin und Trypsin duberst resistent, 
ein Verlust an Chlor findet nicht statt, nur ein Bruchteil geht iiberhaupt 


in Lésung. 
4. Es ist sehr wenig zur Faulnis geneigt, bildet dabei kein Indol. 








Uber das Wesen der Meiostagminreaktion. 


Von 
L. Farmer Loeb. 
(Aus dem Universititsinstitut fiir Krebsforschung, Berlin. ) 


(Eingegangen am 13. Januar 1923.) 


Im Jahre 1910 berichtete Ascoli (1) itiber eine Reaktion, die er im 
Blutserum Typhuskranker gefunden hat. 


Er hatte festgestellt, daB das Serum dieser Kranken nach Zugatlx 
eines Alkoholextrakts aus Typhusbazillen eine niedrigere Oberflaichen 
spannung hatte als dasselbe Serum ohne Extraktzusatz. Normalserum 
plus Alkoholextrakt zeigte keine oder nur geringe Verminderung seiner 
Oberflachenspannung. Die Oberflachenspannung bestimmte er mit Hilfe 
des Traubeschen Stalagmometers. Da bekanntlich bei Abnahme der Ober 
flachenspannung einer Fliissigkeit die Tropfengréfe abnimmt (wobei dir 
Tropfenzahl steigt), so nannte er die von ihm gefundene Reaktion Mei 
stagminreaktion (meion = kleiner, stagma = Tropfen). 

Er glaubte damals, daB es sich um eine spezifische Antigen-Antikérper 
wirkung handle. Zusammen mit Jzar (2) untersuchte er diese Verhiiltniss« 
bei einer Reihe weiterer Krankheiten, unter anderen auch bei malignen 
Geschwiilsten. Es wurden Ather-Alkoholextrakte aus Tumoren hergestellt 
und mit diesen ,,Antigenen** (wie Ascoli und Izar diese Extrakte nannten) 
die oben skizzierte Reaktion angestellt. Das Serum Krebskranker zeigte 
hierbei in vielen Fallen eine verminderte Oberflachenspannung im Ver 
haltnis zu Normalserum. Im Verlaufe weiterer Untersuchungen zum Ausbau 
der Reaktion ging Izar dazu iiber (3), synthetische Antigene herzustellen 
Er fand, daB eine groBe Reihe organisch-chemischer Verbindungen, be 
sonders Fettsiuren, in der Lage waren,-die Rolle der Gewebsextrakte zu 
iibernehmen. Auf die historische Entwicklung der Reaktion und dic 
vielen Versuche anderer Autoren, ,,Antigene* zu gewinnen, einzugehen, 
geht iiber den Rahmen dieser Arbeit hinaus. Ich verweise auf die aus 
gezeichnete Darstellung dieser Fragen durch Nehemia Blumenthal (4). 


Dic vorliegenden Untersuchungen wurden unternommen, um niher 
in das Wescn der Reaktion einzudringen. Es sei mir deshalb gestattet. 
kurz auf die bisherigen Theorien einzugehen. — Wie schon erwahnt, 
glaubte Ascoli zuerst, daB es sich bei der von ihm gefundenen Typhus 
reaktion um eine spezifische Antigen-Antikérperwirkung handele. In 
ihrer zweiten Mitteilung tiber ,,Die Serodiagnose bésartiger Ge 
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sch wilste usw.“ (5) schreiben Ascoli und Jzar allerdings, dal 

.uns vorlaufig nicht genug Anhaltspunkte vorzuliegen scheinen, 
um beziiglich der Frage, ob die Meiostagminreaktion bei bésartigen 
Geschwillsten eine echte Immunititsreaktion darstellt, und es sich 
dabei um Antigene und Antikérper im itiblichen Sinne handelt, irgend- 
welche Stellung zu nehmen ... .“* — Die Tatsache, daB auch die synthe- 
tischen Antigene dieselben Erscheinungen wie die Organextrakte 
erzielten, machte diese Auffassung ganz unhaltbar. Dennoch haben 
die meisten Autoren die Bezeichnung ,,Antigen* fiir die verschiedenen 
zur Reaktion verwandten chemischen Kérper beibehalten. Ich glaube, 
dai diese Bezeichnung dazu beitragt, das wahre Wesen der der Reaktion 
zugrunde liegenden Erscheinungen zu verschleiern. Ich halte es deshalb 
fir vorteilhafter, den Ausdruck ,,Antigen* bei der Meiostagminreaktion 
endgiltig fallen zu lassen. Man nenne einfach die zugesetzten Sub- 
stanzen mit ihren chemischen Namen. 

Im wesentlichen kommen bei den bisherigen Erklirungsversuchen 
drei Auffassungsweisen zur Geltung. Die einen Autoren nehmen an, 
daB im pathologisch verinderten Serum neugebildete Substanzen 
vorhanden sind, die mit dem ,,Antigen** zusammengebracht zu einer 
Verminderung der Oberflichenspannung fiihren. Auf der anderen 
Seite stehen Jzar und Micheli und Cattoretti, die gewisse Verainderungen 
in der chemischen Zusammensetzung des Serums als das Ausschlag- 
gebende betrachten. Jzar schreibt: ,,Das Wesen der Meiostagmin- 
reaktion bei bésartigen Geschwiilsten besteht in der geringeren Fiahig- 
keit der Tumorsera, im Vergleich zu Nichttumorsera, die oberflichen- 
spannungsherabsetzende Wirkung bestimmter Fettsiuren zu verhiillen. 
Kine Reihe von Tatsachen spricht fiir die Annahme, daB dieses Ver- 
halten von dem erhdhten Gehalte der Tumorsera an bestimmten 
Lipoiden bzw. von vermindertem Gehalt oder Veranderung von letztere 
bindenden Substanzen abhingt‘ (6). N. Blumenthal endlich (I. c.) 
halt auf Grund seiner Untersuchungen ,, ... die Annahme einer physi- 
kalischen Zustandsinderung der positiv reagierenden Sera im Sinne 
der Haftlockerung des Milieus‘‘ fiir sehr wahrscheinlich. Dies diirfte 
aber nach seiner Ansicht nicht der einzige Faktor fiir die Erklarung 
des Wesens der Reaktion sein. 


Versuche’), 
Um zu untersuchen, inwieweit der Zusatz von alkoholischer Linol- 
Ricinolsiurelésung die Oberflichenspannung des Serums spontan 
erniedrigt, bestimmte ich mit Hilfe der schnell tropfenden Tropfpipette 





1) Ich stellte meine Versuche genau nach den Vorschriften vor Ascoli 
und Jzar an. Zur Methodik s. unten. 
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die Tropfenzahl in einer Zahl von Fallen sofort nach Zusatz der Li) 0) 
Ricinolsdurelésung. Die Sera wurden dann nach Angabe von 4./oj) 
und Jzar auf eine Stunde in ein Wasserbad von 50° gebracht und <j 
Tropfenzahl nach Abkihlung auf Zimmertemperatur nochmals | . 
stimmt. Ich greife einige Versuche heraus: 


Tabelle I. 





lecm Se um + 9 cem 0,85 proz. NaCl leem «ru 
+ 0,01 cen alkohol. Linol-Ricinw lsaun- + 9cem 0,85 pro 
losung (0,5 cea Linols, 0,2 com Rucinols NaC 
saure + 10ce.n Aikuhul abs.) (ohne Zus t 
Fall Nr. Art des Serums 
Tropfenzahl Tropf.nza 


nach | Stunde nach | Stunde 


sofor , . , 
ain im Wa. servad im Wass.r.ad 


50 Nichttumorserum 110 101 99 
29 106 102 101 
33 106 101 101 
38 107 99 97 
39 110 100 98 
54 110 100 98 
56 109 101 98 
16 106 102 100 
24 Tumorserum 106 104 
58 e 108 105 
46 i lll 106 
17 © 106 105 
57 108 102 


41 107 102 


49 é 109 102 
52 * 110 102 
51 ‘ 110 102 
59 Gravidenserum 107 104 
60 * 107 104 
21 ‘ 108 101 


Es geht aus dieser Tabelle hervor, daB die Tropfenzahl sofort nach 
Zusatz der Linol-Ricinolsiurelésung stets am gr6éBten ist, um nachher 
kleiner zu werden. Und zwar ist die ,,Erholung beim Nichttumor- 
serum gréBer als beim Tumor- und Gravidenserum. Zusatz von Linol- 
Ricinolséurelésung zu 0,85 proz. NaCl-Lésung ergab eine Tropfenzah, 
die stets ebenso groB war wie die Tropfenzahl bei Zugabe von Linol- 
Ricinolsiure zu Serum. Eine zeitliche Veranderung der Oberflichen- 
spannung der Kochsalzlésung plus Linol-Ricinolséure trat, wie zu er- 
warten war, nicht ein. Die von Jzar (6) (Tabelle 8. 303, |. c.) bei Tumor- 
serum gefundene Zunahme der Tropfenzahl nach dem Wasserbad 
gegeniiber der sofortigen Zahlung kann ich nicht bestatigen. Mit 
anderen Worten: Durch Zusatz einer oberflachenaktiven Substanz 
zu Serum tritt eine sofortige starke Erniedrigung der Oberflachen- 
spannung ein, die allmahlich in eine Wiedererhéhung der Oberflachen- 
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spaunung tibergeht. Die Erhéhung ist beim Normalserum stets sehr 
eitgehend (erreicht allerdings nie den Anfangswert der Oberflachen 
nung), beim pathologisch veranderten Serum tritt sie in den meisten 

n nicht in demselben MaBe ein. Diesen Befund konnte ich in allen 
neinen Untersuchungen erheben!). 

Ich erblicke daher das Wesen der Meiostagminreaktion in der Un- 
higkeit des pathologisch verdnderten Serums, die durch Zusatz kapillar- 
tiver Stoffe erniedrigte Oberfldichenspannung in demselben Mae wie 

las normale Serum wieder zu erhéhen. Ich nahere mich somit sehr det 
von Izar vertretenen Auffassung. Nach meiner Ansicht hat aber das 
Normalserum nicht die Eigenschaft, die die Oberflachenspannung 
erniedrigende Wirkung gewisser Fettsiuren zu ,,verhiillen’‘, sondern 
es hebt diese Wirkung auf. Das pathologisch veranderte Serum besitzt 
liese Fahigkeit nicht. 

Die geschilderten Erscheinungen bei der Meiostagminreaktion méchte 
ch in Anlehnung an die Auffassungen P. L. du Noiiys (7) auf Absorp- 
tionsvorgdnge zuriickfiihren. Du Noiiy fand bei Zusatz oberflachen- 
aktiver Substanzen (Natriumoleat, Saponin) zu Serum, daB zuerst 
eine starke Erniedrigung und dann eine allmahliche Wiedererhéhung 
der Oberflachenspannung stattfindet. Er nennt letzteren Vorgang 
Erholung’. Zur Erklarung dieser Erscheinungen nimmt er an, dab 
die oberflichenaktiven Molekiile (bei seinen Untersuchungen meist 
Natriumoleatmolekiile) nicht nur in der Oberflachenschicht, sondern 
auch von den Micellen des Gesamtserums adsorbiert und so teilweise 
wieder aus der Oberflichenschicht entfernt werden. Es muB also eine 
partielle Wiedererhéhung der Oberflachenspannung stattfinden. Kon- 
zentration des Serums und des Natriumoleats spielen bei diesen Vor- 
gingen eine sehr wesentliche Rolle. Du Noiiy beobachtete dieselben 
Erscheinungen auch bei anderen kolloiden Systemen, wie Gummi- 
arabicum, Eieralbumin, Gelatine, Silber- und Goldsolen. Diese Vor- 
gange sind, wie er betont, nicht fiir das Serum spezifisch, sondern durch 
die Kolloide als solche bedingt. — Bei der Meiostagminreaktion konnt« 
ich nach Zusatz anderer kapillaraktiver Substanzen, nimlich Linol- 
und Ricinolsiure, dieselben Erscheinungen beobachten: zuerst stark« 
Erniedrigung der Oberflichenspannung und nachherige ,,Erholung*. 
Das pathologisch veriinderte Serum ,,erholte sich allerdings nicht 
in demselben MaBe wie das Normalserum. 

Weitere Stiitzen fiir die Adsorptionstheorie der Meiostagmin- 
reaktion erblicke ich darin, daB ich mit Linol-Ricinolsiure ebenfalls 


1) Die Schwankungen in der Tropfenzahl bei sofortiger Zahlung hangt 
ab von dem Zeitraum zwischen Herstellung der Probe und Beginn der 
Zahlung und von der Wirksamkeit der Linol-Ricinolsdurelosung. 
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dieselben Erscheinungen auch bei anderen Kolloidensystemen a 
Serum nachweisen konnte. Bei Versuchen mit Gelatine erhielt ic! 








folgenden Ergebnisse : 
Tabelle 11. 





1 cem | proz, Gelatine 
+ 9cem 0,55 proz. 
Na Cl-Losung 


l ccm | proz, Gelatine + 0,0125 ccm 
alkohol. Linol-Ricinolsaurelésung 
+ 9ccm 0,85 proz. Na Cl-Lésuag 





(ohne Zusatz) 
Nr = Bemerkunge 
Tropfenzah! Tropfenzahl 
ae nach 1}, Stunde nach Ip Stunde 
im Wasserbad im Wasserbdad 
] 82,7 72,5 58,2 
2 85.1 78,4 58.2 
3 77 73 58 Gezahlit n 
4 74,4 73,1 58,3 Traubes 
5 79.2 70.4 58.4 Stalagmomet 
6 88.5 82.6 59.1 
7 87.9 72,7 _ 
8 115 109 101 | Gezahlt mit 
9 113 110 10] | Tropfpipett 


Auch bei Anwendung von Albumin (Merck) fielen die Versu 
ahnlich aus: 
Tabelle III. 


Tropfenzahl sofort 107 110 108 LOS 
ohne Bad nach 2St. 105 104 104) 105 


leem 1 proz. Albuminlésung 
+0,02cem Geinol._ { 0,5 Linol- 





‘sete pe +0,2ccm 
Linol & Ricinol Ricinolsaure 
saureldsung + + 10ccm 


j 72,8 70,5 71. 
9cem Aquadest. ‘ Alkohol abs. 


7 
5.2 67,2) 67,2. 68) 


W5 6115 1 





Tropfenzahl sofort 7 
ohne Bad nach 2St. 7 


leem Il proz. Albuminlésung , Tropfenzahl sofort 116 
+ 0,02 cem alkohol. Linol- | ohneBadnach2St. 112 113 110 10» 
Ricinolsaéurelésung + 9 cem | Tropfenzah] sofort 77,5 84,7 802 815 
0,85 proz. NaCl-Lésung ohne Bad nach 2St. 63.8 76,6 75.0 7 
leem 0,5 proz. Albuminlésung , Tropfenzah] sofort 115 116 = 115 
+ 0,02 eem alkohol. Linol- | ohne Badnach2St. 110 114 ~~ 113 
Ricinolsdéurelésung + 9 cem j Tropfenzahl sefort 789 77,5 77.0 - 
0,85 proz. NaCl-Lésung ohne Bad nach2St. 766 74,7 740 — 


leem 1 proz. Albuminlésung { Tropfenzahl 97 (Tropfpipett« 
+ 9cem H,O | Tropfenzahl 55.3 Stalagmomete: 


Einen weiteren Beweis fiir die Richtigkeit dieser Auffassung erblick: 
ich in den Versuchen von Berezeller (10), der zeigen konnte, daB Na- 
triumoleat in Gegenwart von EiweiB- und Starkelésungen die Obe: 
flaichenspannung des Wassers weniger vermindert als in reine) 
destillierten Wasser. Auch zeitliche Veranderungen der Oberflache:- 
spannung (im Sinne einer Wiedererhéhung nach anfanglicher stirker: 
Erniedrigung) konnte er feststellen. H. Freundlich (8) fiihrt diese \ 
Berczeller beobachteten. Erscheinungen auf Adsorption des kapillar- 
aktiven Stoffes durch die Kolloidteilchen zuriick. 
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. 


Durch Erhitzen des Serums auf 56° fallt die vorher negative Meio- 


ta,minreaktion bei Nichttumorserum positiv aus. 


Tabelle I -. 





l com Serum 


1 com Serum + 9 com 0,85 proz. Na Cl-Lésung + 0,01 com + 9ccm 0,85 proz 
alkohol. Linol-Ricinolsaurelosung NaClsLosung 
(ohne Zusatz) 
N 
1. ,Aktiv’ Tropfenzahl 2. ,,Inaktiviert* Tropfenzahl Tropfenzah] 
lt ast nach | Stunde || sihent nach | Stunde nach 1 Stunde 
wikis im Wasserbad |) : im Wasserbad im Wasserbad 
56 109 101 108 103 98 
5d 113 102 114 105 98 
57 108 102 113 104 98 
45 109 102 110 109 99 
28 106 102 107 105 ~~ 
29 106 102 107 105 10] 


N. Blumenthal (1. c.) erhielt dieselben Erscheinungen bei Erhitzen 
suf 54°. In der Terminologie der Meiostagminreaktion heiBt das: der 
Ausschlag wird erhéht. Wir miissen auf Grund unserer heutigen Kennt- 
nisse mit du Noiiy (1. ¢.) sagen, daB nach Erhitzen des Serums auf 56° 
die ,,Erholung’ nicht so weitgehend ist wie vorher. Den EinfluB des 
Erhitzens auf das Serum kann man in einer Veranderung seines Dis- 
persitatsgrades erblicken. DaB dann sekundar die Vorginge bei der 
Adsorption durch die Micellen anders verlaufen, ist sehr wahrscheinlich. 


- Berczeller (1. c.) fand, daB nach vorherigem Kochen einer Stiarkelésung 


die Oberflichenspannung derselben nach Zugabe von Natriumoleat 
stirker erniedrigt wird als bei der nichterhitzten Lésung. 

Ferner erzielte N. Blumenthal (l.c.) bei der Meiostagminreaktion 
durch Verdiinnung des Serums eine Erhéhung, durch Einengung eine 
Erniedrigung der Tropfenzahl. Nach Schiitteln des Serums bewirkte 
Linol-Ricinolsiure gréBere Erniedrigung der Oberflachenspannung. Auch 
konnte er einen EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration auf den 
Ausfall der Meiostagminreaktion feststellen. Diese letzteren Befunde 
lassen sich unschwer durch Verinderungen in den Adsorptionsbedin- 
gungen erklaren. 


Zusammenfassend kann man also sagen: Bei der Meiostagmin- 
reaktion wird die Oberflichenspannung des Serums durch die alko- 
holische Linol-Ricinolsiurelésung primiir herabgesetzt. Es findet dann 
von seiten der Kolloidteilchen (Micellen) des Serums eine Adsorption 


statt, die dazu fiihrt, daB die Konzentration der Linol-Ricinolsiure- 


molekiile in der Oberflichenschicht eine geringere wird. Es kommt 
hierdurch zu einer Wiedererhéhung der Oberflichenspannung, wobei 
13 * 








196 L. F. Loeb: 


allerdings der Anfangswert der Oberflichenspannung, nicht \ ied: 
erreicht wird. Die Frage, weshalb diese Wiedererhéhung beim path; 
logisch veriinderten Serum nicht so weitgehend ist wie beim Norma 
serum, médchte ich noch offen lassen. Es handelt sich vielleichi yy 
Anderungen des Dispersitatsgrades bzw. auch der Konzentration de 
Micellen des Serums. 
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Anhang. 


Zur Methodik der Meiostagminreaktion. 


Bei der Anstellung der Meiostagminreaktion folgte ich genau de 
Angaben von Ascoli und Izar. Als oberflaichenaktive Substanz benutzt: 
ich eine alkoholische Linol-Ricinolséurelésung (0,5 Linolsiure, 0,2 Ricino! 
siure (Schuchardt, Gorlitz) + 10 ecem Alkohol absol.). Da diese Lésung nw 
kurze Zeit wirksam bleibt, so ist es vorteilhafter, nur die halben Menge: 
anzusetzen. Die Wirksamkeit priift man am besten taglich, indem man z 
10 cem 0,85 proz. NaCl-Lésung 0,01 eem der Lésung zusetzt und die Tropfen 
zahl dieser Verdiinnung bestimmt. Sinkt die Tropfenzahl bei Anwenduny 
der Tropfpipette (s. unten) auf etwa 105 bis 104 herab (bei frisch bereiteter 
Lésung betragt sie etwa 110 Tropfen) so ist die Lésung zu verwerfen. Hen 
Professor M. Ascoli hatte die Liebenswiirdigkeit, uns von ihm kiirzli 
hergestellte Linol- und Ricinolséure zur Verfiigung zu stellen. Die Wirk 
samkeit der alkoholischen Lésungen dieser Sauren hielt bedeutend linge: 
an als die der Schuchardtschen Sauren. Es ist vorteilhaft, die alkoholische: 
Lésungen und die Saéuren im Eisschrank aufzubewahren. 

Bei jedem Versuch wurden zwei Roéhrchen mit je 1 cem Serum be 
schickt. In das erste Réhrchen wurden dann 9 ccm 0,85 proz. NaCl-Losung 
zugegeben, in das zweite Roéhrchen 0,01 cem Linol-Ricinolsiurelosun, 

9cem NaCl-Lésung. Der Inhalt der Réhrchen wurde gut durchmischi 
Die Linol-Ricinolsiurelédsung wird mit einer Pipette zugegeben, bei de: 
ein Tropfen genau 0,01 ccm entspricht. Der Tropfen soll direkt auf da: 
Serum auffallen, ohne die Wandung des Reagenzglases zu beriihren. Di 
Zdahlungen fiihrte ich teils mit dem Traubeschen Stalagmometer, teils mit 
der von Rona und Michaelis (9) angegebenen Tropfpipette aus. Ich mécht 
den Gebrauch der Tropfpipette allgemein bei der Meiostagminreaktio 
empfehlen. Sie ist absolut zuverlissig und ich glaube, daB ihre Anwendung 
viel dazu beitragen kann, die Meiostagminreaktion in der Praxis meli! 
einzubringen. Die Handhabung der Tropfpipette ist auBerordentlich einfach 
Mit Hilfe der Wasserstrahlsaugpumpe kann sie sehr schnell gefiillt werd! 
Man zihlt die Tropfen vom ersten, der die obere Marke passiert bis zun 
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otztcn, der beim giinzlichen Auslaufen der Pipette abfalit. Zwischen zwei 
\essungen kann man die Pipette mit. Aqua dest. durehspiilen und vor 
Begin einer neuen Messung eine kleine Menge der Untersuchungsfliissigkeit 
jurchziehen. Gereinigt wird die Pipette mit Kaliumbichromat-Schwefel- 
iureldsung. Der Wasserwert meiner Pipette betrug 93 Tropfen, die Aus- 
wiszeit etwa 70 Sekunden (die des T'raubeschen Stalagmometers 4 Minuten 
5 Sekunden; der Wasserwert 54,7). Steriles Serum anzuwenden, ist nicht 
wtwendig. Ich habe mit niichtern entnommenem Serum gearbeitet, das 
um Versuch nicht alter als héchstens 50 Stunden war. Hebt man das 
serum im Eisschrank auf, so halte ich es auch nach 72 Stunden fir ver- 
wendbar. 

Ich stellte in einer Reihe von Versuchen die Brauchbarkeit der Tropf- 
pipette fir die Meiostagminreaktion fest. Die Tropfpipette ergibt fiir Serum 
- NaCl-Lésung zwischen 97 bis 100 Tropfen. Eine Vermehrung der Tropfen- 
zahl beim Meiostagminversuch um vier Tropfen gegeniiber der Serumprobe 
hne Linol-Ricinolsiurezusatz kann bei meiner Pipette als positiver 
\usfall der Reaktion angesehen werden. Bei Vermehrung um drei 
fropfen ist der Ausfall als zweifelhaft zu bezeichnen. 








Uber die Bildung des Mercaptans aus 1-Cystin durch Bakterien, 


Von 


Masatoshi Kondo. 
(Aus dem Sasaki-Laboratorium im Kyoundo-Hospital zu Tokio.) 


(Eingegangen am 13. November 1922.) 


Gegenwartig ist das |-Cystin als eine Hauptquelle der Schwefel. 
wasserstoffbildung bei der bakteriellen EiweifBzersetzung nicht nu 
theoretisch, sondern auch experimentell mit Sicherheit festgestellt, 


Neben dem Schwefelwasserstoff entsteht aber bei der Eiwei®fiulni- 
nicht selten Mercaptan, und zwar gew6hnlich Methylmercaptan'). M. Nenck, 
und seine Mitarbeiter fanden bei der EiweiSzersetzung durch Anaérobier 
Schwefelwasserstoff und Methylmercaptan?). Ferner wies er die letzt: 
Substanz im Harn nach SpargelgenuB nach*), L. Nencki hat Mercaptan 
durch die Zerlegung der frischen menschlichen Exkremente erhalten ‘). 
Auch beim Uberimpfen eines Harnbakteriums in sterilen Harn beobachtet« 
Karplus®) die Entwicklung von Methylmercaptan neben Schwefelwasser 
stoff. Eine eingehende Ermittlung iiber die Entstehung des Mercaptan: 
verdanken wir Rubner®) und seinen Schiilern. 

Uber die Muttersubstanz des Mercaptans blieb jedoch dabei so gut 
wie nichts bekannt; Morris’) konnte friiher Mercaptan aus Bouillonkultw 
nur bei Proteus vulgaris allein unter 56 Bakterienarten qualitativ mittel 
Denigesscher Reaktion nachweisen. J. Wohlgemuth*) lieB, um auf dir 
dunkle Frage der Herkunft der gasférmigen schwefelhaltigen Stoffwechsel 
produkte Licht zu werfen, Schabefleisch mit 1-Cystin zusammenfaulen 
und konnte dabei Schwefelwasserstoff, Methylmercaptan und Athylsulfid 
in vermehrter Menge gegeniiber den Kontrollproben ohne 1-Cystin nach: 
weisen. Durch diese Untersuchung wurde der Beweis erbracht, daB 1-Cysti: 
bei der Entwicklung der schwefelhaltigen Gase bei der Faulnis eine Hau) 
rolle spielt. Dabei stand die Frage noch offen, ob das |-Cystin allein fii 
die Mercaptan-, zumal Athylsulfidbildung ausreichend ist, denn das Schabe 
fleisch enthalt noch andere Beimengungen. 


1) EB. und H. Salkowski, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 12, 648, 187!) 
2) M. Nencki und N. Sieber, Monatsh. f. Chem. 10, 526, 1889. 

3) M. Nencki, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 28, 206, 1891. 

4) L. Nencki, Monatsh. f. Chem. 10, 862, 1889. 

5) J. P. Karplus, Virchows Arch. 181, 222, 1893. 

6) Arch. f. Hyg. 19, 136, 1893. 

7) Ebendaselbst 30, 304, 1897. 

8) J. Wohlgemuth, Zeitschr. f. physiol. Chem. 48, 467, 1905. 
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Unterdessen haben 7’. Sasaki!) und J. Otsuka einerseits unter An- 
vendung von peptonfreier und schwefelfreier Nahrlosung, andererseits mit 
reincn Bakterienarten die Schwefelwasserstoffbildung (ausgenommen Pyo- 
yaneus- bzw. Fluoreszenzversuche) aus |-Cystin nachgewiesen; aber es 
vurde dabei keine Mercaptanbildung konstatiert. Indessen hat schon friiher 
Rubner*) angegeben, daB bei alkoholischer Garung des Zuckers mit Hefe bei 
Gegenwart von elementarem Schwefel neben viel Schwefelwasserstoff noch 
veringe Mengen Athylmercaptan gebildet wiirden. Petri und Massen*) 
mochten die Mercaptanbildung beim Bacterium esterificans durch eine 
Synthese aus Schwefelwasserstoff und Alkohol erkliren. L. Mathiew*) 
teilte auch iiber die Bildung von Mercaptan bei der alkoholischen Garung 
etwas mit. Er beobachtete im Beginn nur das Auftreten von Schwefel- 
wasserstoff ohne Mercaptan; es scheint, daB die Mercaptanbildung haupt- 
sichlich im Stadium der starken Garung, d. h. nur in Gegenwart von 
\lkohol stattfindet. 

In Anbetracht der obenerwihnten Tatsachen liegt der Gedanke 
nahe, daB man Cystin mit Zucker zusammenfaulen laBt und auf die 
Mercaptanentstehung fahndet. AuBerdem ist er nicht ohne Interesse, 
die Cystinfaulnis bei Gegenwart von verschiedenen anderen Stoffen, 
2. B. von verschiedenen Aminosiéiuren auszufiihren und deren. Einfliisse 
mu studieren. Diese Idee hat uns veranlaBt, den Einflu8 von verschie- 
denen Kohlenhydraten bzw. Aminosiuren auf die bakteriellen Ab- 
bauprodukte des Cystins zu studieren. Dabei stellte sich heraus, 
daB die Mercaptanbildung aus Cystin durch die Proteusbazillen, in- 
konstant aber eventuell auch durch die Colibazillen, infolge der Bei- 
mengung von Traubenzucker oder auch Milchzucker, Rohrzucker, 
Glycerin, bzw. von Histidin zutage tritt. Uber diesen Reaktions- 
mechanismus kann man allerdings noch nichts Genaues sagen. Doch 
darf man wohl annehmen, daB bei der Gairung der zugesetzten Zucker- 
arten einige etwa fiir die Entstehung des Mercaptans notwendige 
Komponente, so z. B. etwa Formaldehyd, Trimethylamin usw. ent- 
stehen méchten®) und diese in statu nascendi mit gewissen, aus der 
Cystinfaulnis herstammenden schwefelhaltigen Komponenten zusammen - 
treten und somit die Synthese des Mercaptans bzw. Athylsulfids 
zu bewerkstelligen imstande sind: mit anderen Worten handelt es 
sich dabei um eine gekoppelte Reaktion®). 

Besonders zu bemerken ist die Tatsache, da8 die Mercaptanbildung 
unter den zum Versuche verwendeten verschiedenen Aminosdiuren nur 


1) T. Sasaki und I. Otsuka, diese Zeitschr. 39, 208, 1912. 

2) Arch. f. Hyg. 19, 187, 1893. 

3) Zitiert aus Kruses allgem. Mikrob. 1910, 5. 641. 

4) Bull. de Assoc. d. Chim. etc. 28; Chem. Zentralbl. 2, 1256, L9L1. 

5) vw. Lippmann, Chemie der Zuckerarten, 1, 374, 1904; 2, 1777, 1904; 
Kruses allgem. Mikrob., Kap. VI, 1910; Tollens, Handbuch der Kohle- 
hvdrate, S. 187, 1914. 

6) S. C. Neuberg und F. F. Nord, diese Zeitschr. 67, 46, 1914. 
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bei Versuchen mit der Histidin enthaltenden Kultur festgestellt wu 
Diese Tatsache ist insofern interessant, als das Histidin bzw. Imid 
azolderivate bekanntlich nach den Feststellungen von F. Knoop ini 
A. Windaus') in einer nahen Beziehung zu den Zuckerarten stehey 

In bezug auf Athylsulfidbildung scheint das 1-Cystin allein day 
geniigend zu sein. 


Experimenteller Teil. 
1. Untersuchung mittels Denigesscher Reaktion?*). 
Die Nahrlésung hatte die folgende Zusammensetzung: 


Net#itumneniord'.-.-".'.°.. S. 6,68 
Monokaliumphosphat .. . . . 2,0g 
Ammoniumearbonat. .... . 10g 
Magnesiumsulfat . 0,1 g 


Aqua destillata . . . . . ad. 1000,0 


Mit dem Cystin lieB ich folgende Substanzen zusammenfaulen: 

Traubenzucker, Milchzucker, Rohrzucker, Glycerin, Glykokoll, d-Ala 
nin, 1-Leucin, 1-Tyrosin, d-Glutaminsiure, ]-Histidin (salzsaures). 

In einem samt seinem Wattepfropfen vorher trocken sterilisierte: 
lrlenmeyerkolben von 200,0cem Inhalt trug ich 100,0 cem Nahrlésung 
mit 1,0 g 1-Cystin und 1,0g der obenerwihnten Substanzen ein. Nac! 
dem Sterilisieren im Kochschen Dampftopf wurden zehn Agarkulturen von 
Proteus vulgaris bzw. Bacterium coli commune, in derselben sterilen Nahr- 
lésung aufgeschwemmt, zugesetzt. Kontrollen wurden in obiger Weis: 
vorbereitet, aber nur mit Cystin ohne irgend einen Zusatz. Zum Auffangen 
der schwefelhaltigen Gase stand der Kolben mit der Nahrfliissigkeit in 
Verbindung mit einem anderen Erlenmeyerkolben von 50,0 cem Inhalt, 
in dem sich 15,0 cem einer 0,5proz. Isatinlésung in konzentrierter Schwefe! 
siure befanden. Von diesem Kolben fiithrte noeh eine Verbindung zu einer 
zweiten, 50,0 cem fassenden Erlenmeyerkolben, welcher 15,0 ccm einer 
3proz. Quecksilbercyanidlésung enthielt. Die ganze Vorrichtung wurde 
nun im Brutschrank bei 37° stehen gelassen, einmal taglich sehr vorsichtig 
umgeschwenkt und durch das ganze System der Glasflischchen ein langsamer 
Luftstrom mittels einer Saugpumpe durchgeleitet. Der Versuch wurde 
mehrmals wiederholt. Dabei war von Interesse zu beobachten, daB in den 
ersten einzelnen Vorlagen, welche mit den den Traubenzucker, den Milcl: 
gzucker, den Rohrzucker, das Glycerin, bzw. das Histidin enthaltenden 
Kulturen in Verbindung standen, sich die gelblichrote Farbe von Isatin 
losung bereits am niachsten Tage oder spatestens nach 2 bis 3 Tagen. 
bei Proteus vulgaris immer, bei Bacterium coli aber inkonstant, wie dic 
Tabelle I zeigt, in eine grasgriine verwandelte: dies deutet bekanntlich auf 
die Entwicklung von Mercaptan hin. In anderen Fallen, d. h. mit Glykokoil. 
d-Alanin, |-Leucin, 1-Tvrosin und d-Glutaminsaure behielt die Isatinlésuny 
ihre rétlichgelbe Farbe bei. Indessen trat in allen den zweiten Vorlagen., 
welche nimlich Quecksilbercyanidlésung enthielten, immer eine schwarze 
Fallung auf, herriihrend vom Schwefelwasserstoff. Nach einer Wocl 


1) F. Knoop und A. Windaus, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 7. 
144— 147; 8, 406—408, 1906. 
*) Arch. f. Hyg. 19, 144, 1893. 
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It wurd vuede der Versuch unterbrochen und die Reinheit der Bakterien konstatiert. 
Der Riickstand enthielt noch viel Cystin, das durch Extraktion mit 10proz. 
\mmoniakwasser aus den noch vorhandenen anderen Substanzen isoliert 
md als soleches charakterisiert werden konnte. 


Ww. 

LOO p 

L stehen 
ein daz Tabelle I. 





Proteus vulgaris Bacterium coli 


Hg CNos 


Losung 


Hyg CNos 


Isatinlosung | Seung 


Isatinlosung 


(ystin Wa te Ud cee 
Traubenzucker 
Milchzucker 
Rohrzucker 
Glycerin . 
Glykokoll 
d-Alanin 
]-Leucin : 
Pasree. os 

as + d-Glutaminsiure . . — 

3 LHistidm:-. . ..... E 
wldsung - 

Nacl Anmerkung zur Bezeichnung: Wenn die rétlichgelbe Farbe von Isatin- 
ren von lésung sich in eine griine umwandelt -++ , beimehreren Versuchen inkonstant ¢. 
n Nahr. ganz unverandert —. Die schwarze Fiallung in HgCN,-Lésung 
> Weise 
ffangen ” 2 ‘ : 
eit iz 2. Untersuchung mit Quecksibercyanid- und Sublimatldésung. 
Inhalt, In einem obenerwihnter Weise sterilisierten 500,0 cem fassenden 
hwefe| Erlenmeyerkolben trug ich 300,0cem Niahrlésung mit 2,0 g Cystin und 
1 einen 2,0 g der obenerwihnten Substanzen ein. Nach dem Sterilisieren im Koch- 
1 einer schen Dampftopf wurden 20 Agarkulturen von Proteus- bzw. Colibazillen, 

wurde in derselben sterilen Nahrlésung aufgeschwemmt, zugesetzt. Kontrolle 
rsichtig wurde nur mit Cystin beschickt. Als die ersten absorbierenden Vorlagen 
gsamer dienten drei 50,0 cem fassende Erlenmeyerkolben, in denen sich 15,0 cem 
wurde einer 3proz. Quecksilbercyanidlésung befanden. Die zweite Vorlage enthielt 
in den 15,0 cem einer 5proz. Sublimatlésung. Man lie} im Brutschranke bei 37° 
Mileh stehen. Es wurde nun einmal tiaglich vorsichtig umgeschwenkt und der 
tender Luftstrom mittels einer Saugpumpe durch die Kulturflasche in die ab- 
Isatin sorbierenden Vorlagen langsam eingeleitet. Diesen Versuch wiederholte 
Tagen, ich auch mit verschiedenen Bakterienstiimmen mehrmals.  Bereits am 
vie dix ersten Tage bemerkte ich in der nachst der Kulturflasche stehenden ersten 
ch auf Vorlage, welche Quecksilbercyanidlésung enthielt, eine schwarze Fallung. 
<okoll, Nur recht auffallend war es, daB in den ersten Vorlagen, welche die aus 
lésung den den Traubenzucker, den Milchzucker, den Rohrzucker, das Glycerin baw. 
lagen, das Histidin enthaltenden Kulturen sich entwickelten Gase auffingen. 
warze die Quecksilbercyanidlésung mit der Zeit auBer der schwarzen Fiallung, 
Vocly wie die Tabelle II zeigt, wenn es auch inkonstant war, eine merklich gelblich- 

griine Triibung zeigte, welche sich mit den Tagen verstarkte, so da nach 
nol. 7, 7 bis 8 Tagen ein kristallinischer Niederschlag von gelblichgriiner Farbe 


zu konstatieren war. Der dritte Absorptionskolben blieb bei jedem Versuch 
klar, wahrend eine weiBe Fallung bzw. Triibung im nachst folgenden Kolben 
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mit Sublimatlésung erschien. Unter Beriicksichtigung der obenerwiihnt 
Isatinreaktion und der Reaktion des reinen Methylmercaptans auf Que: 
silbercyanidlésung ist man berechtigt anzunehmen, da® der gelblichgrii 
Niederschlag dabei ein Quecksilbermercaptid sei. Auf die weitere ana 
tische Beweisfiihrung verzichtete ich allerdings, da die exakte Trennu 
dieser recht geringen Fallung von dem Schwefelquecksilber aus Schwet 
wasserstoff mit groBen methodischen Schwierigkeiten verbunden 
AuBerdem trat in allen Sublimatvorlagen fast immer sowohl | 
Proteusbazillen als auch bei Colibazillen eine weiBliche Triibung bz 
Fallung auf, auch bei Kontrollversuchen mit Cystin allein. Man darf 
herkémmilich als Athylsulfidverbindung nehmen. Allerdings kann man 
selbstverstiindlich ein anderes Alkylsulfid bzw. eine ahnliche Substa: 
nicht mit absoluter Sicherheit ausschlieBen. Nach 10 Tagen wurde de: 
Versuch unterbrochen und die Reinheit der Bakterien konstatiert. De 
Riickstand enthielt noch einen Teil des zugesetzten Cystins unzersetzt 


Tabelle I]. 





Proteus vulgaris Bactcrium coli 


Hg C No Hg Cl Hy CN» HgCl 
Lo-ung Losung Lo. ung Losung 


1-Cystin 


Traubenzucker 

a Milchzucker 

Rohrzucker . 

Glycerin 

Glykokoll 

d-Alanin 

]-Leucin ; 

Ss... 
d-Glutaminsaure . . o . — 


+ |-Histidin ..... t+ i bie 


Anmerkung zur Bezeichnung: Wenn in HgCN,-Lésung ein deutlic! 
bemerkbarer, gelblichgriiner Niederschlag +, bei mehreren Versuche: 
inkonstant +, und in HgCl,-Lésung eine weiBliche Triibung bzw. Falhung 


Die schwarze Fallung in HgCN,-Vorlagen nicht bezeichnet. 


Zusammenfassung. 

Aus |-Cystin vermag Proteus vulgaris Mercaptan bei Gegenwart 
von Traubenzucker, Milechzucker, Rohrzucker, Glycerin, bzw. von 
Histidin zu entwickeln. Durch Colibazillen erfolgt die Mercaptan- 
bildung ceteris paribus unter unseren Versuchsbedingungen inkonstant 

Schwefelwasserstoffbildung aus 1|-Cystin ist konstant sowohl bei 
Proteusbazillen als auch bei Colibazillen, unabhingig von Gegenwart 
der obengenannten Substanzen. 

Athylsulfid scheinen Proteus- bzw. Colibazillen auch aus 1-Cystin 
allein bilden zu kénnen. 
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Uber die physiologische Wirkung der Aminosiureester. 
Von 








Minoru Arai. 







(Aus dem Sasaki-Laboratorium im Kyoundohospital zu Tokio.) 






(Eingegangen am 13. November 1922.) 











Mit 21 Abbildungen im Text. 





Die Aminosaiuren werden bekanntlich durch Decarboxylierung in 
die entsprechenden Amine umgewandelt. Die meisten proteinogenen 
Amine!) sind mehr oder weniger stark physiologisch wirksame Sub- 
stanzen. Unter ihnen erregte besonders Histamin dank seiner hervor- 
ragenden Wirkung eine lebhafte Aufmerksamkeit. Es ist eine merk- 
wiirdige Tatsache, daB eine pharmakodynamisch ganz indifferente 
Aminosaiure*) wie Histidin sich infolge der einfachen Decarboxylierung 
in eine so wirksame Substanz wie Histamin umwandelt. Die Differenz 
zwischen den beiden Substanzen ist in chemischer Hinsicht nur eine 
Carboxylgruppe. Die Unwirksamkeit des Histidins ist somit augen- 
scheinlich auf das Vorhandensein der Carboxy!gruppe zuriickzufihren. 
Wenn die Annahme richtig ware, so kénnte man durch Veresterung 
der Carboxylgruppe diese hemmende Wirkung aufheben oder irgendwie 
modifizieren. Um so mehr gewinnt diese theoretische Uberlegung 
an Gewicht, als Emil Fischer nachgewiesen hat, dai in den Estern der 
\minosiuren die Aminogruppe chemisch ebenso reaktionsfahig wie in 
den gewohnlichen Aminen wiire®). So kénnten die Ester der Amino- 
siuren sich biologisch eventuell ahnlich wie die entsprechenden Amine 















verhalten. 

Auf Veranlassung von Prof. Dr. Takaoki Sasaki habe ich diese 
Idee experimentell verfolgt. Nachdem ich mich durch Vorversuche 
davon iiberzeugt hatte, dai Histidinester sich gegen den Blutdruck 







1) Literatur zusammengestelit in: M.Guggenheim, Die biogenen Amine. 
Berlin 1920. 

2) M. Guggenheim und Wilh. Léfjler, diese Zeitschr. 72, 303, 1916; 
A. D. Hirschfelder und W. Comtwell, Journ. Pharm. 11, 178, 1918. 
3) Ber. 34, 433, 1901. 
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und gegen die glatten Muskeln aihnlich wie Histamin verhalten, ha 
ich die Untersuchungen auch auf die Ester anderer Aminosaur: 
ausgedehnt, und zwar dienten mir dazu die salzsauren Sal 
folgender Verbindungen: 

|-Histidinmethylester, 1-Tyrosinathylester, d-l-Phenylalaninathylest: 
|-Leucinathylester, 1-Cystinathylester und Glykokollithylester. 

Die Wirkung des Histidinmethylesterdichlorhydrats ist der des 
Histamins ahnlich. Intravendése Injektion von 0,1 bis 0,2 g pro Kilo. 
gramm erniedrigt den Blutdruck beim Hunde. Beim Kaninchen ist 
die Blutdruckwirkung unregelmaBig. Die Durchschneidung beider 
Vagi am Halse oder vorhergehende Atropininjektionen zur Laihmung 
der peripheren Vagusendigungen beeinflussen kaum die Wirkung 
Am ausgeschnittenen Uterus- und Darmstiick bewirkte der Histidin 
ester eine Tonussteigerung und beférderte die Kontraktionen oft bis 
zum Tetanus. Allerdings wirkt Histidinester in quantitativer Hinsichit 
viel schwacher als Histamin. Am _ iiberlebenden Meerschweinchen- 
uterus wirkt z. B. jenes erst in einer Konzentration von 1 : 140000 
wiahrend dieses schon in einer Konzentration von 1 : 250000000 deutlich 
wirksam ist. Histamin ruft ferner eine Erregbarkeitsverminderung 
der vegetativen Nervenendigungen hervor, so daf die Vorbehandlung 
mit Histamin nicht nur gegen Histamin, sondern auch gegen Adrenalin 
und Pilocarpin unempfindlich macht!). Mit Histidinester tritt dic 
Erscheinung bei meiner Versuchsanordnung nicht zutage. Nach Vor 
behandlung mit Histidinester steigt namlich der Blutdruck durch 
Adrenalin; auch der ausgeschnittene Uterus und Darm reagieren dabei 
ebenso auf Adrenalin wie gewoéhnlich. Auf die isolierten GefiBe des 
Kaninchenohrs tibt Histidinester eine kontrahierende Wirkung aus. 

Aus dem Versuche mit Cystinester kénnte man voraussehen, dal} 
das entsprechende Amin auch gewisse Wirkungen von sympatho 
mimetischer Natur haben soll, trotzdem das Amin in der Tat nicht 
bekannt ist. Der Blutdruck wird beim Kaninchen etwas erhdht, die 
Respiration wird gleichzeitig frequenter und gréfer; beim Hunde ist 
es in der von mir verwendeten Menge wirkungslos. Ausgeschnittene 
Uterusstiicke von Hunden und Kaninchen werden erregt. Am Meer 
schweinchenuterus bewirkt es dagegen eine Hemmung. Darmbewe 
gungen werden stets glhhemmt. Bei der Durchstr6mung des Kaninchen 
ohrs iibt der Cystinester keine bedeutende Wirkung (nur schwach 
dilatierend ?) aus. 

Die anderen vier Ester erwiesen sich pharmakodynamisch auch 
mehr oder weniger wirksam, waihrend die entsprechenden Aminosiuren 
ganz indifferent sind. Was die Blutdruckwirkungen der vier Ester 


1) A. Frohlich und E. P. Pick, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 71, 23 
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anbelangt, differieren sie je nach den Tierarten. Am Hunde bewirken 


Giykokoll-, Leucin- und Phenylalaninester eine Blutdrucksenkung. 


Tyrosinester ist in der von mir gebrauchten Menge wirkungslos. Am 
Kaninchen rufen Tyrosin- und Phenylalaninester eine Blutdruck- 
steigerung hervor, Leucinester eine deutliche Steigerung nach einer 
kurzen leichten Senkung. Glykokollester wirkt blutdruckerniedrigend 

Am ausgeschnittenen Uterusstiick bewirken sie alle beim Hunde 
Kaninchen und Meerschweinchen eine Erregung, die durch Atropin 
kaum beeinfluBt wird. Adrenalin wirkt am Meerschweinchenuterus 
gegen diese Esterwirkung hemmend. Am ausgeschnittenen Darmstiick 
bewirken sie eine Hemmung. Nur Glykokollester wirkt nach einer 
voriibergehenden leichten Hemmung deutlich erregend. Auf die iso- 
lierten GefaiBe wirken Tyrosin- und Phenylalaninester nur schwach 
dilatierend, Glykokollester sehr schwach kontrahierend, Leucinester 
wirkt zum Beginn leicht dilatierend, dann aber hauptsichlich kon- 
trahierend. 

Aus dem Ergebnis sieht man, dafs eine indifferente Aminosiure 
durch die Veresterung pharmakodynamisch wirksam wird, und zwar 
ist ihre Wirkungsweise mehr oder weniger dem entsprechenden Amin 
ihnlich. 

Die EiweiBkérper und ihre Abkémmlinge bestehen bekanntlich 
aus Verbindungen der Aminosiuren. Die Kuppelung der einzelnen 
Bausteine entspricht im allgemeinen dem Typus der Saureamide. 
Andererseits ist auch die esterartige Verkettung zwischen Carboxyl- 
und Hydroxylgruppen theoretisch nicht von der Hand zu weisen!). 
Im Hinblick auf die obigen Versuchsresultate liegt der Gedanke nahe, 
daB die ganz indifferenten Aminosiuren eventuell infolge ihrer be- 
sonderen Bindungsweise giftig werden kénnen. Es ist daher nicht 
ausgeschlossen, daB sich die giftigen Eiwei%kérper durch ahnliche 
Umwandlungen bilden und daB vielleicht auch die Anaphylaxiefrage 
mit derartigen Prozessen im Zusammenhang steht. 


Experimenteller Teil. 
Untersuchungen mit Histidinmethylesterdichlorh ydrat. 


a) Blutdruck und Atmung. 

Versuch 1. Hund, 9000 g, &. Zur Narkose 9 g Athylurethan subkutan 
injiziert. (Alle weiteren Experimente wurden in Urethannarkose aus- 
gefiihrt.) Der Karotisdruck und die Atmung wurden auf einer rotierenden 
Trommel registriert. 3ccm einer 10proz. Histidinesterlésung wurden in 
die V. jugularis eingespritzt. Sofort tritt die Erniedrigung des Blutdrucks 
um 45mm Hg ein, nach 30 Sekunden steigt sodann der Blutdruck bis 


1) Abderhalden, Lehrbuch der physiologischen Chemie, I. Teil, 4. Aufl.. 
8. 406, 1920. 
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etwas Uber die Norm, halt sich einige Minuten in derselben Héhe und s 
dann allmahlich zur normalen Héhe. Die Atmung ist im Stadium der B)), Li 
drucksenkung freq 
und tief, spater langs 
und niedrig, kehrt d 
wieder zur Norm zuri 
Versuch 2 (Abb. | 
Hund, 6425g, &. 
10 proz. Histidinest 
lésung intravenés. Erik 
drigung des Blutdruck 
um 30mm Hg von 2 Mi 
nuten Dauer. Reakt 
Drucksteigerung wie 
vorigen Versuch. 
Versuch 3. Kaninchen 
2550g, 6. 0,9cem 10 proz 
Histidinesterlésung intra 
venos injiziert. Blutdruck 
sofort um 40mm Hg ve 
steigert, kehrt nac} 
444 Minuten allmahlic! 
wieder zur Norm zuriick. 
Versuch 4 (Abb. 2? 
Kaninchen, 2680 g, 





Abb. 1. (|; des Originals.) 
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b) Ein ausgeschnittenes Uterushorn wurde in 70 bis 80 ecm T'yrode scher 
Lisung mit Sauerstoff durchperlt, seine Bewegung mittels eines Hebels 


Abb. 4. Kaninchendarm: Am Pfeil 1 cg Histidinester. 


Abb. 5. Kaninchendarm. Am 1, Pfeil 1 cg Abb. 8. Meerschweinchendarm 
Histidinester; dann lcg Atropin (mit + be- Am Pfeil 1 cg l-Tyrosinathylester 
zeichnet); die erregte Darmbewegung lat all- chlorhydrat in 1 com Tyrode scher 
mahlich nach, der Tonus sinkt ebenfalls. Am Lésung zugesetzt. 

2. Pfeil wieder 1 cg Histidinester. 


auf der rotierenden Trommel registriert. Der Histidinester bewirkt starke 
Erregung, welche bis zum Tetanus fiihren kann. Die minimale wirksame 
Dosis ist am Hundeuterus |: 280000, 

ai Tropfen 
am Meerschweinchenuterus |: 140000. 6g 
am Kaninchenuterus 1: 80000. Adre- 
nalin wirkt am Meerschweinchenuterus 
erschlaffend, wenn er durch Histidin- 
ester tetanisch kontrahiert ist. 

Der durch Adrenalin vé6llig er- 
schlaffte und unbewegliche Uterus be- 
ginnt sich beim Zusatz von Histidin- 
ester zu kontrahieren. 

c) Die Bewegung des ausge- 
schnittenen Diinndarmstiicks wurde 
ganz in gleicher Weise wie die des 
Uterushorns beobachtet. Kaninchen, 
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Hund und Meerschweinchen reagieren auf Histidinester gleichartig 
einer Erregung. Atropin und Adrenalin wirken hemmend auf die erre; 
Darmstiicke. 

d) Ein Kaninchenohr wurde nach der Methode von Bissemski \;\\ 
Tyrodescher Losung ohne Zuckerzusatz durchstrémt, sodann salzsawn 
Histidinester als 10proz. Lésung mit einer feinen Nadel durch das /,, 
leitungsgummirohr dicht oberhalb der Kaniile langsam eingespritzt. 


Untersuchungen mit l-Tyrosindthylesterchlorhydrat. 


a) Beim Hunde war nach intravenéser Injektion von Dosen bis 0,15 , 
pro Kilogramm irgend ein Einflu8 auf den Blutdruck nicht zu konstatieren 
Die Atmung wurde dabei ein wenig tiefer und frequenter. 

Versuch 1. Kaninchen, 2340 g, 2. 5cem 2proz. Tyrosinesterlésuny 
intravends appliziert, sofort die Steigerung des Blutdrucks um 40 mm Hig 
die nach 3 bis 4 Minuten abklingt. Die Atmung wurde dabei tiefer un 
frequenter (Abb. 7). 

b) Die ausgeschnittenen Uterusstiicke des Hundes, des Kaninche: 
und des Meerschweinchens werden in gleicher Weise erregt. Mee 
schweinchenuterus ist am empfindlichsten und reagiert schon in einer 
Konzentration von 1: 800000 deutlich. Atropin tibt keinen EinfluB aus 

c) Der ausgeschnittene Meerschweinchendarm wird durch Tyrosin 
ester gehemmt (Abb. 8). 

Der ausgeschnittene Kaninchendarm reagiert auf Tyrosinester in dey 
kleinen Dosis (unter 1: 8000) mit Erregung, in der groBen (iiber 1: 2700 
mit Hemmung. 

d) Bissemskischer Versuch ergab: 


Tropfen Ze 
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Untersuchungen mit d-l-Phenylalanindathylesterchlorhydrat. 
a) Blutdruck und Atmung. 


Versuch 1. Hund, 6300g, &. 3cem 10proz. Phenylalaninesterlésung 
intravenés. Der Blutdruck wird sofort um 35mm Hg erniedrigt und is! 
nach 1 Minute zur Norm zuriickgekehrt. Die Atmung inzwischen etwa 
seichter und langsamer (Abb. 10). 


Abb. 10. Karotisdruck, Zeit in Minuten. 


Versuch 2. Kaninchen, 2775 g, 6. 0,5 cem 5proz. Phenylalaninest« 
losung intravenés appliziert. Der Blutdruck erniedrigt sich sofort un 
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30 am Hg, kehrte allmahlich wieder zur Norm zuriick. Die Atmung ist 
im Stadium des erniedrigten Blutdrucks langsam und seicht. Nach der | 
Durchschneidung der beiderseitigen Vagi am Halse wurde wieder dieselbe 
Menge Esterlésung verabreicht, es ergab sich dasselbe Resultat. 

Versuch 3. Kaninchen, 2475 g, 2. 2cem 10proz. Phenylalaninester- 
losing intravenés appliziert. Keine merkliche Verainderung des Blutdrucks 
und der Atmung zu konstatieren. 

b) Am ausgeschnittenen Meerschweinchenuterus bewirkt es in einer 
Konzentration von 1: 800000 eine Tonussteigerung. Adrenalin wirkt 
hemmend, Atropin tibt keinen Einflu8 aus. Am Kaninchenuterus wirkt 
es im gleichen Sinne erst in einer Konzentration von 1: 80000. Diese 
Wirkung wird durch Atropin nicht beeinfluBt. 

c) Am ausgeschnittenen Diinndarm des Meerschweinchens bewirkt es | 
in einer Konzentration von 1: 8000 eine Hemmung, am Kaninchendarm 
erst in einer Konzentration von 1: 4000. Pilocarpin wirkt hierbei anta- { 
gonistisch. 

d) Beim Durchstré6mungsversuch des Kaninchenohrs mit Tyrodescher 
Lisung ohne Zuckerzusatz 0,5 cem 1 proz. Phenylalaninesterlésung langsam 
ins Zuleitungsrohr injiziert. 



























Untersuchungen mit 1-Leucindathylesterchlorhydrat. 


a) Blutdruck und Atmung. 
Versuch 1. Hund, 6300g, 2. 4 ccm 5proz. Leucinesterlésung intra- 
venés appliziert. Der Blutdruck erniedrigt sich sofort um 40mm Hg,  o 
bleibt nur kurze Zeit in dieser Hoéhe, steigt dann allmahlich und _ iiber- 
schreitet um 20mm Hg die normale Hohe, sinkt endlich allmihlich und 
erreicht nach Ablauf von 5 Minuten die normale Hoéhe (Abb. 12). 

















Abb. 12. 











Versuch 2. Kaninchen, 2340 g, &. 0,6cem 10proz. Leucinesterlosung 
intravenés appliziert. Nach einer leichten Senkung am Beginn steigt 
der Blutdruck steil um 50mm Hg, erreicht, allmahlich sinkend, nach etwa 
5 Minuten die normale Héhe (Abb. 13). 

b) Am ausgeschnittenen Uterushorn bewirken Leucinester eine Er- 
regung. Die minimale wirksame Konzentration ist beim Meerschweinchen 
1: 30000, beim Kaninchen 1: 80000. Adrenalin hebt beim Meerschweinchen 
die Wirkung des Leucinesters auf, wie Abb. 14 zeigt. 

ec) Am ausgeschnittenen Diinndarm bewirkt Leucinester eine Hemmung 
sowohl beim Kaninchen als auch beim Meerschweinchen. Abb. 15 zeigt 
einen Meerschweinchendarm in 70 ccm Tyrodescher Loésung, am Pfeil 

Biochemische Zeitschrift Band 136. 14 
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5 mg Leucinester als lproz. Lésung zugesetzt; der Tonus deutlich hy 
gesetzt, die Bewegung giinzlich sistiert. 


i 
I 
e 
u 
Vv 
Abb. 14. Meerschweinchenuterus: Am 1.Pfeil 25mg Leucin- 

ester. Kontraktion lebhaft, Tonus gesteigert Am 2. Pfeil 
Iho mg Adrenalin. C 
7 
Am Kaninchendarm wirkt er erst in der doppelten Konzentration. 

d) Der Durchstrémungsversuch des Kaninchenohrs ergab sich wie 
die folgende Abb. 16 zeigt. 


Tropfen 
60 


Min. 
Abb. 16. 


Untersuchungen mit Glykokollathylesterchlorh ydrat. 
a) Blutdruck und Atmung. 
Versuch 1. Hund, 3818 g,%. 0,6¢ Glykokollesterchlorhydrat in 6 ccm 
Wasser intravendés injiziert. Der Karotisdruck erniedrigt sich sofort un 
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50 mm Hg und kehrt nach | Minute wieder zur Norm zuriick. Die Atmungs- 
schlage werden groBer und direkt nach der Injektion noch etwas fre- 
juenter (Abb. 17). 


Abb. 17. 


Versuch 2. Kaninchen, 3300 g: 0,6 cem 10proz. Glykokollesterlésung 
intravends injiziert. Die Karotisdruckkurve zeigt eine voriibergehende 
Erniedrigung um etwa 20mm Hg. Die Atmung nur wenig beeinfluBt. 

b) Am ausgeschnittenen Meerschweinchenuterus bewirkt Glykokoll- 
ester in einer Konzentration von 1: 400000 eine Erregung. Kaninchen- 
und Hundeuterus reagieren im gleichen Sinne, allerdings erst bei An- 
wendung einer zehnfach stiirkeren Konzentration. 

c) Am ausgeschnittenen Diinndarmstiick des Meerschweinchens und 
des Kaninchens bewirkt Glykokollesterlésung erst in einer starken Kon- 
zentration (iiber 1: 1600) eine Hemmung, die schnell in eine Erregung 
iibergeht. Bei einer geringeren Konzentration als 1: 4000 ist er unwirksam. 

d) Der Durchstrémungsversuch des Kaninchenohrs ergab das folgende 
Resultat (Abb. 18). 
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Abb. 18. Abb. 21 
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Untersuchungen mit 1-C ystindthylesterchlorhydrat. 


a) Am Hunde hat der Cystinester bei einer Dosis ~ 0,01 g pro Kilo- 
gramm keinen Einflu8 auf den Blutdruck und die Atmung. Da der schwer 
lésliche Cystinester zur Darreichung von gréBeren Dosen eine zu grobe 
Menge Lésungsmittel (bei diesem Versuch nahm ich physiologische Koch- 
salzlésung als Lésungsmittel) erfordert, wobei das Lésungsmittel selbst 
nicht ohne Einflu8 sein kann, verzichtete ich auf Versuche mit gréBeren 
Dosen. 

Versuch 1. Kaninchen, 2340 g, &. 2cem 5proz. Cystinesterlésung 
intravenés appliziert. Der Blutdruck steigt sofort um etwa 25mm Hg, 


14* 
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sinkt ganz allmiahlich, erreicht nach etwa 5 Minuten die normale Hi 


a 


Die Atmung wird nach der Injektion gréBer und frequenter, kehrt allmah|,c} 


wieder zur Norm zuriick. 


b) Am ausgeschnittenen 


Abb. 19. 


Kaninchendarm bewirkt die Cystinester. 


lésung in einer Konzentration von 1: 8000 eine leichte Steigerung des 


Abb. 20 


zum Tetanus fiihren kann. 


Tonus. Das infolge der Adrenalinappli 
kation erschlaffte Darmstiick wird durch 
den Ester wieder in Bewegung gesetzt, 
dagegen das mittels Atropin gelihmte 
Darmstiick nicht. Am Meerschweinchen- 
darm wirkt er in gleicher Konzentra- 
tion tonusherabsetzend und bewegungs- 
hemmend. 

c) Am ausgeschnittenen Uterushorn 
des Hundes bewirkt Cystinester in einer 
Konzentration von 1: 16000, an dem 
des Kaninchens in einer Konzentration 
von 1: 8000 eine Erregung, welche bis 


Am ausgeschnittenen Meerschweinchenuterus 


bewirkt er dagegen in einer Konzentration von | : 8000 eine ausgesprochene 


Hemmung (Abb. 20). 


d) Der Durchstrémungsversuch des Kaninchenohrs ergab folgendes 


Resultat (Abb. 21). 
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Uber die Rinwirkung 
von Organextrakten auf die Blutkatalase. 


Von 


0. Steppuhn und A. Timofejewa. 


(Aus der Abteilung fiir experimentelle Pathologie und Pharmakologie des 
Staatlichen chemisch-pharmazeutischen Instituts zu Moskau.) 


(Eingegangen am 25. November 1922.) 


Gelegentlich eines Versuchs iiber die Einwirkung von Schilddriisen- 
extrakt auf die Blutkatalase in vitro hatten wir die Beobachtung 
gemacht, daB dieser Extrakt die Katalasezahl erhéht, die Katalase 
also aktiviert. Kontrollversuche mit Extrakten anderer Organe er- 
gaben, daB sie alle diese Fahigkeit in gréBerem oder kleinerem Mabe 
besitzen. Zwecks eingehenden Studiums dieser Frage mubte eine 
Reihe von Versuchen angestellt werden, wobei es vor allen Dingen 
darauf ankam, den Aktivierungsgrad gleichmaBig bereiteter Extrakte 
aus verschiedenen Organen auf dieselbe Blutlésung zu verfolgen; es 
muBte dafiir gesorgt werden, daf die Katalasezahl des Blutes sich im 
Laufe des Versuchs nicht andere. Wie bekannt, verliert eine Blut- 
lisung beim Stehenlassen an der Fihigkeit, H,O, zu zerlegen, aber 
nur bis zu einem bestimmten Grade. Wie wir zeigen konnten!), geniigt 
es, eine frische Blutlésung (1: 1000 in destilliertem Wasser) etwa 
2 Stunden im Thermostaten bei 37° C zu bewahren, damit die anfinglich 
rapid fallende Katalasezahl sich nach erwahnter Zeitspanne auf ein 
praktisch konstantes Niveau einstellt — besonders, wenn die Lésung 
weiterhin waihrend des Versuchs in kaltes Wasser eingestellt wird. 
Diese Erwiigung beachtend, wurde folgende Methode ausgearbeitet: 

Aus der Ohrvene eines Kaninchens wurde so viel Blut entnommen, 
als es die Durchfiihrung einer ganzen Versuchsreihe mit verschiedenen 
Organextrakten verlangte. Auf 20cmm Blut wurden 15ccm destilliertes 
Wasser genommen und das Blut aus der Kapillarpipette in das Wasser 
mit starkem Strom unter Umschwenken eingeblasen. Die Lésung verblieb 
im Thermostaten bei 37°C im Verlauf von 2 Stunden, wonach sie in kleine 
Erlenmeyerkélbchen zu je 7,5 ccm abgefiillt wurde. Eines der K6lbchen 


wurde mit 2,5 com Wasser ergiinzt (Bestimmung der’anfanglichen Katalase- 
zahl), die anderen mit je 2,5ccem der einzelnen Organextrakte. Somit 


1) Arch. f. exper. u. klin. Med. 5 (russisch). 
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war in jedem Kolbchen eine Blutlésung |: 1000. Die Kélbchen wur 
fiir eine weitere halbe Stunde in den Thermostaten gesetzt (Inkubationsz: 
worauf die einzelnen Katalasezahlbestimmungen gemacht wurden. 
Finfiihrung dieser Inkubationszeit ist von der gréB8ten Wichtigkeit. W 
die zu untersuchende Substanz zum Reaktionsgemisch zugesetzt \ 
(Ferment + Substrat), so wird das Resultat durch zwei Faktoren 
stimmt: 1. Wirkung der Substanz auf das Ferment, 2. veriinderter Re. | 
tionsverlauf in verindertem Milieu. Die zur Bestimmung der Katalasez.;|\| 
von uns angewandte Methode von A. Bach!) verlangt nur 1 eem Blutlésiing 
auf 9 ccm Substratlésung. Damit wird in der gegebenen Versuchsanordn) \\\y 
und den von uns verwandten Extrakten der Faktor des Milieus jm 
Fermentenreaktionsgemisch praktisch ausgeschaltet. 

Wie gesagt, wurde zur Bestimmung der Katalasezahl nach A. Bu) 
und S. Zubkowa verfahren: Zu 7 ccm Wasser mit 2cem I proz. reine 
Perhydrols (Merk) wird 1 ccm Blutlésung hinzugefiigt und fiir 30 Minuten 
in den Thermostaten bei 37°C gestellt, dann mit 3 cem l0proz. Schwete! 
sdure angesiiuert und den unzersetzten Anteil des Wasserstoffperoxy«s 
mit 0,1 norm. Permanganatlésung titriert. Gleichzeitig wird eine Kontrolle 
mit gekochter Blutlésung angestellt. Aus der Differenz zwischen den 
Permanganatverbrauch in der Kontrollprobe und Hauptprobe laBt sich die 
Anzahl Milligramme Wasserstoffperoxyd berechnen, die durch 0,001 com 
Blut unter gegebenen Bedingungen zersetzt wird. Diese Zahl wird als 
Katalasezahl bezeichnet. 

Die Organextrakte wurden folgendermafen bereitet: Das Kaninchen 
wurde durch eine in die Arteria carotis eingefiihrte Kaniile verblutet oder 
bei anderen Versuchsreihen auch noch kurze Zeit bis zur kaum bestehenden 
Rosafarbung der Spiilfliissigkeit mit physiologischer Kochsalzlésung dure! 
gewaschen. 

Bei dieser Durchspiilung riskieren wir, daB aus den Organzellen di: 
aktivierende Substanz teilweise herausgewaschen wird, spiilt man abe: 
nicht, so beeintrachtigt das in den Organen zuriickbleibende katalasehaltiy: 
Blut die Reinheit der Versuche mit den Organextrakten. So ist weder 
das eine noch das andere Verfahren absolut fehlerfrei. Sofort nach der 
Entblutung wurden die Organstiickchen gewogen, mit Quarzsand_ in 
Morser zerrieben und in destilliertem Wasser aufgeschwemmt, 5. bis 
10 Minuten gekocht, filtriert, eingedampft, wenn nétig nochmals filtriert, 
wobei das Filterpapier immer mit heiBem Wasser ausgewaschen wurd.. 
Die endgiiltige Wassermenge wurde so berechnet, daB der Extrakt di 
Verdiinnung | g Organ zu 30 Wasser hatte. Gelangte er nicht an demselbe: 
Tage zum Versuch, so wurde er bis zum nachsten Morgen sterilisiert aui 


bewahrt. 


In der Tabelle I geben wir in Mittelzahlen von neun Serien di: 
Versuchsergebnisse iiber den vergleichenden Aktivierungsgrad ve: 
schiedener Organe, wobei hier noch nicht von der gleichen Anfang- 
katalasezahl wie spiter ausgegangen wurde. Der Aktivierungsgra: 
ist hier durch die Differenz der Katalasezahlen ausgedriickt: bein 
Ersatz eines Teiles des Blutlésungswassers durch die entsprechend 
Menge Extrakt, wie oben angegeben, und der normalen Katalasezah! 


1) A. Bach und S. Zubkowa, diese Zeitschr. 125, 283. 
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In diesen Versuchen wurde das Kaninchen nach Entblutung 
nicht durchgespiilt. In der Tabelle II sind die Resultate von fiinf Ver- 


suchsreihen angegeben, wobei die beschriebene Durchspiilung §statt- 
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fand und von einer konstanten Katalasezahl ausgegangen wurde. 
Rubrik ,,Wasser‘ ist als Kontrolle zu betrachten. 
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Vers. 233 


Vers. 232 


10.0 
12,9 
12,7 
12.6 
12,0 
11,7 
10,0 
12,2 
10,5 
10,0 
10,0 


98 
12.4 
12.6 
12.0 
11,5 
11.5 

9.8 
11,9 
10,5 

9.8 

9.8 


Tabelle IIT. 
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Wenn man fiir die ersten drei vollstandigen Versuche die Organe 
nach dem Aktivierungsgrad aneinanderreiht, so gelangen wir zum 
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Vers. 232 


Nebenniere 
Leber 


Niere, Rindensubst. 


Muskel 
Schilddriise 
Lunge 
Milz 
Thymus 
Hirn 


Niere, Marksubst. 


Vers. 234 


Leber 
Niere, Rindensubst. 
Schilddriise 
Lunge 
Muskel 
Thymus 
Milz 
Hirn 
Niere, Marksubst. 


Wie ersichtlich, stimmen die Reihenfolgen dieser Versuche mit 


denen von Tabelle I, wo keine einwandfreie Methode angewandt wurde, 


iiberein. 


Somit kann die Tatsache als festgestellt gelten, daB heiB 
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bereitete Organextrakte irgend eine Substanz enthalten, welche ic 
fermentative Wasserstoffperoxydzersetzung des Blutes férdert. 

Loewenhardt') beobachtete eine aihnliche Erscheinung — die Ait. 
vierung der Katalase frischer Organextrakte durch heiBe Organextra i: 
aber nur in dem Falle, wenn das von ihm angewandte Perhydrol sai 
war. Wir fanden in den vorliegenden Literaturausgaben nichts, wax 
zu der von uns beobachteten Erscheinung Beziehung haben kénite 
Es muB jedoch bemerkt werden, daB unter den zahlreichen Arbeiten 
von Batelli und Stern*) iiber die Katalase, Antikatalase, Philokatalas. 
und deren Aktivator, welche eine aiuBerst komplizierte Mechanik de: 
gleichzeitigen Zusammenarbeit dieser vier ,,Kérper aufbauen, auch 
folgender Versuch angefiihrt wird: die Aufschwemmung von Leber- 
gewebe wird an der Luft geschiittelt, die Katalasemenge nimmt a) 
(besonders bei 37°), setzt man frischen oder gekochten Pankreas- od: 
Muskelextrakt hinzu und inkubiert einige Zeit, so hat die Katalase. 
menge nicht nur nicht ab-, sondern zugenommen. Dieser von den 
Verfassern ganz anders ausgelegte Versuch weist, objektiv betrachtet 
viel Ahnlichkeit mit der von uns beobachteten Erscheinung auf. In 
unseren in Tabelle II angefiihrten Versuchen erhéhte sich die nach 
zweistiindigem Stehen im Thermostaten niedriger gewordene Katalase- 
zahl nach Zusatz von Organextrakt. Diese Erscheinung kann als 
Reaktivierung bezeichnet werden. In einer anderen Versuchsreihe 
bestimmten wir die Katalasezahl vor dem Einstellen der Blutlésung 
fiir 2 Stunden in den Thermostaten, nach dieser Zeit und auBerdem 
nach Zusatz von Organextrakt, um einen zahlenmaBigen Ausdruck de 
Reaktivierung zu haben. Es stellte sich heraus, daB die nach 2 Stunden 
um 25°, und mehr verringerte Katalasezahl nach Zusatz der am 
meisten aktivierenden Organextrakte beinahe auf die anfingliche Grol 
zurickgetrieben wird. Eine solche Reaktivierung ist auch durch heil) 
Extrakte der Alkoholfallung von Blut zu erzielen. Von einer ganzen 
Reihe solcher Versuche fiihren wir hier nur drei an. 


Tabelle IV. 





Alkobol: 


Leber Nebenniere blutfallung 


Anfangliche Katalasezahl . . . 7,6 8.4 
Nach 2 Std. im Thermostaten . 5,6 6.0 
Dasselbe, jedoch 30 Min. vor 
Ablauf der Frist Extrakt zu- 
gegeben Bees aes acre bs 7,3 8,0 
1) Loewenhardt, Amer. Journ. of Physiol. 13, 171, 1905. 
*) Batelli und Stern, Die Katalase; Ascher und Spyro, Eirgebn. d. Physio! 
10, dort einschl. Literatur. 
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Nimmt man mit A. Bach') an, da der Sturz der Katalasezahl 
nah dem Verweilen der Blutlésung im Thermostaten auf Protease- 
arbeit derselben Lésung zuriickzufiihren ist und zur endgiltigen Zer- 
storung eines Teiles der Katalase fiihrt, so kann die Reaktivierung 
nur so erklart werden, daB eine gréBere Katalasemenge denselben 
Effekt ergibt wie eine kleinere, wenn der problematische Aktivator 
der Organextrakte zugegen ist. Ganz ahnlich mu die Erscheinung 
gedeutet werden, wenn man mit Batelli und Stern die Abschwichung 
der Katalase beim Stehen der Lésung auf eine Antikatalase zuriick- 
fiihrt. Méglich ist ja auch, daB der Abfall der Katalasezahl der Blut- 
jésungen auf einer Zerstérung des problematischen Aktivators beruht. 
Es ist somit festgestellt, daB heiB bereitete Organextrakte die Blut- 
katalase mehr oder weniger aktivieren und nach dem Sturz der Katalase- 
zahl beim Stehenlassen der Blutlésungen im Thermostaten die Katalase- 
zahl auf ungefihr die friihere Hohe hinaufzutreiben vermégen. 

Es liegt einige Ursache vor, anzunehmen, daB die beobachtete 
Erscheinung der Aktivierung auf folgendes zuriickgefiihrt werden kann: 
Setzen wir zur Blutlésung eine gewisse Menge alkalisch reagierenden 
Extraktes hinzu, so verindern wir, wie die Reaktion dieses Gemisches, 
so auch spiter des Reaktionsmediums nach der Seite der Erniedrigung 
der Wasserstoffionenkonzentration. Nun ist es aber durch die Arbeiten 
von Cotton”), Loew*), spiter Issaeff*) und Zalessky und Rosenberg) 
bekannt, da8 sehr geringe Alkalinitaten die fermentative Wasserstoff- 
peroxydzersetzung férdern. 

Senter*) weist in seiner sehr ausfiihrlichen Untersuchung darauf hin, 
daB sehr geringe H+ -Konzentrationen die Reaktion hemmen, etwas hédhere 
sie férdern. Senter’) erklart es dadurch, daB H,O, in alkalischen Medien 
weniger bestindig ist. Etwas anderer Meinung ist Sdrensen®), welcher 
durch genaue Messungen der H + -Konzentrationen zeigte, da8 das Reaktions- 
optimum sehr nahe am Neutralpunkt liegt. Angefangen von p,, = 8, 
tritt eine Hemmung und Zerstérung des Ferments ein. Solch ein Reaktions- 
verlauf findet nach Michaelis und Pechstein®) nur in salzionenhaltigen 
Medien statt, d. h. unter den unseren Versuchen nahekommenden Be- 
dingungen. 

Rein theoretisch betrachtet, spricht ja vieles dagegen, dali die 
beobachtete Aktivierung durch Organextrakte auf der Verschiebung 

1) lic. 

2) Cotton, Bull. de la Soc. chim. 25, 250, 1901. 

3) Loew, U. 8. Dep. of agricult. 68, 1901. 

4) Issaeff, diese Zeitschr. 24, 53, 1910. 

5) Zalessky und Rosenberg, ebendaselbst 33, 

8) Senter, Zeitschr. f. physik. Chem. 44, 257. 

) Le. 

8) Sérensen, diese Zeitschr. 21, 284, 1909. 

%) Michaelis und Pechstein, ebendaselbst 52, 1913. 


—_ 
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der Reaktionsbedingungen nach der Seite der optimalen beruhen kén 
Die Reaktion der Organgewebe ist beinahe neutral; weiterhin \ 
aus ihnen ein Extrakt | : 30 bereitet. Auf 7,5 cem Blutlésung kom»); 
2.5cem dieses Extrakts. Wenn hier die vorausgesetzte Alkalin) (a: 
auch noch irgend eine Rolle spielen kénnte, so gelangt ja weiter ;\\\; 
1 cem dieses Gemisches in 9 ccm der Wasserstoffperoxydlésung. Sorit 
ist die endgiiltige Milieureaktion, in der die Fermentarbeit vor sich ge/it 
dem Neutralpunkt und den Kontrollversuchen jedenfalls sehr na! 
wo statt des Extrakts physiologische Kochsalzlésung oder Ringerlésiing 
zugesetzt wurde. Wie wir weiter sehen werden, hat die Ringerlésiung 
eine den Extrakten sehr nahe Wasserstoffionenkonzentration, 
enthalt beinahe alle Blutsalze und ruft doch keine Aktivierung « 
Blutkatalase hervor. Wie dem auch sei, nur auf experimentellem Weg: 
konnte die Frage endgiiltig gelést werden. Zu diesem Zwecke wurc 
bei einer Reihe von Extrakten (wie gewohnlich 1: 30), mit denen 
gleichzeitig ein Aktivierungsversuch angestellt wurde, die Wasserstoff- 
ionenkonzentration mit Hilfe der Gaskettenmethode bestimmt. 

Die Versuchsergebnisse sind in der Tabelle V_ wiedergegeben 
wobei gleichzeitig auch die H*+-Konzentration (ausgedriickt als), 
von zwei Ringerlésungen verschiedener Zubereitung bestimmt wurden 


Tabelle V. 





Mischung Py = Mischung Py ° 


SS" 9 Re aerate: 7,33 Muskel Syn 
ae. 7,40 Siege ele ag alice 7,47 
Niere, Rindensubstanz 7,00 Des oe Ee 7,49 
Nebenniere .... . 7,16 Mt ee 7,63 
nn a a 7,38 

Schon diese Tabelle zwingt zur Annahme, daf die Aktivieruny 
der Blutkatalase nicht durch Alkalinitatsveranderung des Mediun- 
erklart werden kann. So hatten der stark aktivierende Muskel uni 
das iiberhaupt nicht aktivierende Hirn denselben Wasserstoffexponente: 
Das Herzextrakt (es konnte durch einen speziellen Versuch festgeste||' 
werden, da das Herz noch mehr wie Muskel aktiviert) hat die groéjlit 
Alkalinitat und steht neben der beinahe passiven Milz. Die beide: 
Ringer haben dasselbe p,, wie Leberextrakt, und doch aktiviert dies: 
sehr stark und Ringer, wie wir weiter aus der Tabelle VI sehen kénne: 
iiberhaupt nicht. Zur endgiiltigen Entscheidung dieser Frage wurd«: 
Mischungen mit bestimmter Wasserstoffionenkonzentration nac! 
Sérensen hergestellt und mit ihnen den Extrakten analoge Versucl) 
angestellt ; gleichzeitig priiften wir auch einige Mischungen mit héhere: 
Wasserstoffexponenten. 
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Tabelle VI. 





Katalasezabl 
unt. Einwirkung 
der Mischung 


Normale 


Mischung Pry Katalasezahl 


UN xs ons tw sects be 7,33 15,5 
eeenR se. 6 i, 7,40 10,4 
Phosphatgemisch . . . 7.61 10,5 
Ammoniumgemisch . . 9,5 11,0 
Boratgemisch .... . 9,5 18,7 
Citratgemisch: ... . 8,3 11,2 
Citratgemisch . . . . . 9,10 11,2 10,1 
Citratgemisch..... 12.36 11,2 10.3 


Wie aus der Tabelle ersichtlich, ist in keinem Falle eine Aktivierung 
beobachtet worden. Die Ammoniummischung mit dem Wasserstoff- 
exponenten = 9,5 verhalt sich unter gegebenen Bedingungen der Blut- 


katalase gegeniiber ganz neutral, ebenso wie die Ringerlésungen, dice 
einen dem Leberextrakt gleichen Exponenten haben; dazu haben dic 
Ringerlésungen ja auch qualitativ eine dem Blute und den Zellsaften 
nahe Zusammensetzung. Borax und Citratgemische geben sogar eine 
gewisse Hemmung, weniger — aber auch — die Phosphatmischung (wie 
hier und bei anderen Versuchen festgestellt werden konnte). Dieses ist 
wohl als spezielle Wirkung des Bor-, Citronen- oder Phosphorsaureions 
zu erklaren. Auf die hemmende Wirkung des Borsaureions weist auch 
Jolles') hin. Auch noch der folgende Versuch sei angefiihrt, bei dem 
gleichzeitig die Kinwirkung eines Leberextrakts einer Boraxmischung 
(9,5) und einer Phosphatmischung (7,8) auf die Blutkatalase untersucht 
wurde. Es wurde hier die Katalasezahl der frischen Blutlésung und 
nach zweistiindigem Stehen im Thermostaten bestimmt. 


Tabelle VII. 


Anfangliche Katalasezahl ......... 19,1 12, 

Katalasezah! nach 2 Stunden im Thermostaten 18,7 10. 

Dasselbe nach Zusatz der Mischung. . . (9,5) 17,4 (7,8) 9, 

von Leberextrakt. . . 19,1 12,¢ 
Blutextrakt . . . 19,1 


Wie ersichtlich, teilt das Blut die Eigenschaft der Organe, Blut- 
katalase zu aktivieren. 

Es kann somit als festgestellt gelten, daB heiB bereitete Organ- 
extrakte die Blutkatalase aktivieren, daB aber diese Aktivierung in 
keinem Falle auf eine Reaktionsbeschleunigung im neuen, durch Zusatz 
von Extrakt an Wasserstoffionen verarmten Milieu zuriickzufiihren ist. 
Die Tatsache, daB auch Ringer nicht aktiviert, schlieBt auch eine 
Salzionenwirkung aus. Wir sind noch nicht imstande, etwas tiber 


1) Jolles, Fortschr. d. Med. 22, 1909. 
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den Charakter des Aktivators auszusagen, jedoch sollen unsere Be. 
miihungen, zu zeigen, daB die Katalase nicht durch Hydroxylioney 
aktiviert wird, in keiner Weise bedeuten, daB wir dem Begriffe ,,Milicy 
den Begriff ,,Aktivator bzw. ,,Kinase im Sinne einer besonderey 
, Substanz** gegeniiberstellen. Es ist klar, daB auch die OH-Ionen 
die Rolle einer richtigen Kinase spielen kénnen. Eines ist wichtig 
ob erstere durch ihre Konzentration im Arbeitsmedium des Ferme nts 
in der Zelle, diese Arbeit quantitativ regulieren — in einem solchey 
Falle miissen sie als Kinase bezeichnet werden oder, wie wir uns aus. 
zudriicken erlauben, als ,,organisierter Aktivator’’. Verlauft aber die 
Reaktion in den Geweben, ohne durch irgend eine Veranderung der 
Ionenkonzentration reguliert und durch sie je nach Bedarf am Ferment 
bestimmt zu werden, dann mag die Milieureaktion beim in vitro- Versuch 
auch die Reaktionsgeschwindigkeit beeinflussen — die Ionenkonzen.- 
tration in diesem Falle ist als ,,unorganischer Aktivator: aufzufassen 
Der veranderte Reaktionsverlauf im verinderten Medium birgt hier 
keine biologische Gesetzmabigkeit, die durch bestimmte Mechanismen 
der Zelle geregelt wird. 

Wir haben gesehen, dafB die Wasserstoffionenkonzentration de: 
verschiedenen Extrakte einander sehr nahe stehen; daB die Aktivieruny 
der Katalase durch die Extrakte nicht nur dem Wasserstoffexponenten 
der Extrakte proportional (oder umgekehrt proportional) ist, sondern 
daB Puffer mit derselben Wasserstoffionenkonzentration iiberhaupt 
keine Aktivierung verursachen ; mit anderen Worten: die durch Extrakte 
herbeigefiihrte Aktivierung ist nicht durch Hydroxylionen, sondern 
durch irgend eine sich in den Extrakten befindende Substanz zu er- 
klaren. Es entstand die Frage, ob diese Substanz im Organismus 
die Rolle eines ,,organisierten Aktivators‘* im Sinne einer Kinase spiclt 
DaB verschiedene Tierspezies verschiedenen ,, Katalasegehalt* (eigentlich 
verschiedenes Vermégen, H,O, zu zerlegen) des Blutes und der Organe 
aufweisen, ist von verschiedenen Autoren festgestellt worden. Gleich- 
zeitig soll die Katalaseverteilung fiir die einzelne Tierart sehr konstan' 
sein. Vom biologischen Standpunkt aus ist dies auch verstandlich: 
die Katalase ist dort, wo sie gebraucht wird. Ihr Gehalt in Organen 
und Zellikomplexen ist das MaB jener problematischen Stoffwechse|- 
phase, fiir welche die Katalase nétig ist. 

Die Konstanz der Katalaseverteilung in verschiedenen Organen 
derselben Tierart kann natiirlich durch die Produktion der Katala-e 
reguliert werden, aber, wie wir gesehen haben, enthalten die einzelnen 
Organe verschiedene Mengen des Aktivators; sollte dieser ,,Aktivator’ 
tatsichlich eine biologische Bedeutung haben, so kann bei konstante1 
Gehalt der Organe an Katalase der verschiedene Katalaseeffekt durc! 
verschiedenen Aktivatorgehalt der Organe reguliert werden. Dani 
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aber muB die Rethe der Organe nach dem Aktivatorgehalt geordnet, un- 
hedingt zusammenfallen mit der nach dem Katalasegehalt geordneten 
Reihe, d.h., es muB die Leber oder Nierenrindensubstanz am meisten, 
Hirn am wenigsten Katalase enthalten. Tateiichlich verhalt es sich 
auch so. Da wir nur an Kaninchen gearbeitet haben, so fiihren wir 
auch nur diesbeziigliche Daten an; sie werden durch die Bestimmungen 
von Batelli und seinen Schiilern!) erschépft; teilweise sind dessen 


f Angaben durch Lesser?) und W. Ostwald*) bestitigt. 


Batelli und Stern erhielten eine folgende Reihe fiir Katalasegehalt 

der Organe. Die Katalase ist in Vergleichszahlen ausgedriickt: 
Ms es > « Lunge. .. . 0,98 
mer. ws se SF Heme. . . .°: O66 
a . . se Muskel. .. . 0,16 
Mile i. Pee eo 34, Se 

In einer anderen Versuchsreihe konnten sie die Magenschleimhaut 
als katalasereichstes Gewebe bezeichnen, danach folgte Niere (Rinden- 
substanz), Leber usw. Hirn und Darmschleimhaut enthielten am wenigsten. 
Fiir den Hund fand Justschenko*) iibrigens eine sehr ahnliche Reihenfolge: 
Leber, Niere, Blut, Schilddriise, Lunge, Hirn. 

Fir die Durchfiihrung eigener Versuche betreffs- Katalasegehalt 
einzelner Organe wurde folgendermaBen verfahren* 

Das Kaninchen wurde entblutet und mit Ringer leicht nachge- 
waschen (s. oben); 0,5 g des Organs wurden mit Quarzsand verrieben, 
mit 200ccm Wasser extrahiert und filtriert. 1 ccm eines solchen 
Extrakts enthielt so viel Katalase, daB die Bachsche Versuchsanordnung 
beibehalten werden konnte. 

Zum Versuch kamen wieder 7 ccm Wasser und 2cem I proz. H,O, 
und leem Extrakt. Die Kolben bleiben 30 Minuten im Thermostaten, 
wonach die Katalasezahl bestimmt wurde. 

Die Versuche ergaben folgendes Resultat: 


Tabelle VIII. 





Organ Vers. 204 Vers. 206 


RP eeser tere ea 14,9 
eee es a eS 14.0 
Niere, Rindensubstanz 13,1 
Nebenniere 

Schilddriise 

te nll aa tated 

Niere Marksubstanz . 
Thymus . 

Muskel 

Hirn 


1) Batelli und Stern, a. a. O. 

*) Lesser, Zeitschr. f. Biol. 47, 1, 1906. 

8) W. Ostwald, diese Zeitschr. 6, 409, 1907. 

4) Justschenko, Arch. d. biol. W. des I. f. E. M. 58 (russisch), 
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Oder, wenn man die Organe nach den fallenden Katalaseza 
ordnet : 
Tabelle IX. 





Vers. 204 Vers. 206 Vers. 227 


Milz Milz Leber 
Leber Milz Niere, Rindensu)st 
Niere, Rindensubst. Nebenniere Nebenniere 
Nebenniere Schilddriise Milz 
Lunge Lunge Lunge 
Niere, Marksubst. Thymus Schilddriise 
Thymus Muskel Niere, Marksub-1 
Muskel Thymus 
Hirn Hirn 


Coon rwn- 


Wenn wir diese Tabelle LX (Reihenfolge der Organe nach Katala~ 
gehalt) mit Tabelle II] (Reihenfolge der Organe nach Aktivierunys- 
vermégen) vergleichen, so fallt die groBe Ahnlichkeit auf. Nur Mil 
und Muskel verlieren ihre Stellen: die schwach aktivierende Milz enthiilt 
verhaltnismaBig viel Katalase und umgekehrt — der Muskel — wenig 
aktiviert aber stark. Im iibrigen haben in beiden Tabellen: Leber 
Nebenniere und Niere (Rindensubstanz) die ersten Platze: di 
Aktivierungs- und Katalasezahlen liegen beieinander. Nach einen 
gréBeren Intervall kommt die zweite Gruppe: Niere (Magenschleimhautt) 
Hirn und Thymus-Organe, die sehr wenig aktivieren und auch sclir 
wenig Katalase enthalten. 

Unsere Resultate ahneln sehr denen von Batelli und Stern. bei 
Betrachtung der von ihnen erhaltenen Zahlen offenbaren sich auch dort 
die erwihnten Gruppen. Wir haben also alle Ursache zur Annahni 
daB dem die Blutkatalase aktivierenden Faktor eine regelrechte bio- 
logische Bedeutung zugeschrieben werden muB. 

Da aber die Katalaseverteilung in den Organen nicht regellos 
und zufallig, sondern immer konstant ist, so muB man glauben, dal 
das Vermégen, Wasserstoff zu zersetzen, fiir jedes Organ einem Bedarf 
an diesem Vermégen proportional ist. Nun haben wir aber gesehen, 
daB dieses Vermégen in direkter Abhaingigkeit von der aktivierenden 
Substanz steht, somit muB diese Substanz auch als biologischer Faktor. 
als ,,organisierter Aktivator aufgefaBt werden. Sollte das Vermégen 
der einzelnen Organe H,O, zu zersetzen wie durch die Katalasemenge. 
so auch durch die Aktivatormenge bestimmt werden, so konnten ja 
die Tabellen LX und III nicht zusammenfallen. Solch ein Fall kann 
nur eintreten, wenn alle Organe ungefahr dieselbe Katalasemenye 
besitzen und nur ihr Gehalt an Aktivator variiert. Mit anderen Worten 
Der Katalasegehalt einzelner Organe wird durch den Aktivatorgehalt be- 
stimmt, der wahre Katalasegehalt durch den des itiberhaupt  niclit 
aktivierenden Organs (z. B. Hirn). 





Einwirkung von Organextrakten auf Blutkatalase. 


Was Milz und Muskel anbetrifft, die, wie gesagt. aus der Reihe 
n. so lassen sich dariiber verschiedene Annahmen machen: eine 
yiltige Erklarung behalten wir uns vor bis die Frage der Protease- 
<ung auf den Katalaseeffekt fiir uns aufgeklart sein wird. 


Zusammenfassung. 


ensubst TERS ; . che 
1. Sterile heiB zubereitete Kaninchenorganextrakte haben das 





ere 
ymégen, die Blutkatalasewirkung desselben Tieres zu erhdhen. 
fies 2. Diese Aktivierung kann nicht dadurch erklart werden, dab 
Organextraktzusatz die Milieubedingungen fiir den Reaktionsverlauf 
is indert. 

3. Der ,,Katalasegehalt** der Organe ist dem Aktivierungsvermogen 
atalas: der Blutkatalase durch die aus den Organen  bereiteten Extrakte 
‘lerungs- proportional. 
yur Milz 4. Der wahre Katalasegehalt aller Organe muB so ziemlich auf 


enthalt demselben Niveau liegen. Das, was wir als ,,verschiedenen Katalase- 

- wenig gehalt“ bezeichnen, wird durch den verschiedenen Aktivatorgehalt 
Leber bestimmt. 
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Uber die Bildung der Citronensiure in den Kulturen von 
Aspergillus niger und Penicillium glaucum auf Zucker. 


Von 
WI. Butkewitsch. 
(Aus der Landwirtschaftlichen Akademie Moskau, Petrowsko-Rasumowsko 
(Eingegangen am 17. Dezember 1922.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Als die in meinen vorigen Mitteilungen!) erérterten Versuche 
iiber die Citronen- und Oxalsiurebildung in den Citromyces-Kulturen 
schon zum SchluB gebracht waren, ist mir die Arbeit von Currie? 
iiber die Citronensiurebildung bei Aspergillus niger bekannt geworden. 
Die Untersuchungen dieses Autors haben dargetan, daB Aspergillus 
niger auf den Nahrlésungen mit hohem Gehalt an Zucker und relativem 
Stickstoffmangel ebenso wie die Citromyces-Arten reichlich Citronen- 
siure bildet. 

An die zahlreichen Ahnlichkeiten, die fiir Aspergillus niger und 
die Citromyces-Arten bei meinen Versuchen nachgewiesen waren, 
schloB sich also noch eine sehr wichtige an, die schon auBer Zweife! 
setzte, daB diese Organismen nach dem Wesen des ihnen eigentiimlichen 
Stoffwechsels zu derselben Klassenordnung gehéren miissen und dal 
die bis jetzt angenommene Einteilung dieser Pilze in zwei physiologische 
Gruppen — die Gruppe der Oxalsiiure bildenden, an deren Spitze 
man Aspergillus niger stellte, und die der Citronensiure bildenden, 
zu welcher man die Citromyces-Arten rechnete — keine ernstliche 
Grundlage mehr haben kann. 

Bei meinen weiteren Versuchen hatte ich zur Aufgabe, die An- 
haufung der Citronen- und Oxalsiure in den Kulturen von Aspergillus 
niger auf Zucker zu verfolgen, indem ich das Verfahren zur Bestimmung 
dieser Séiuren anwendete, welches in einer von meinen vorigen Mit- 


teilungen*) beschrieben ist. 


1) WI. Butkewitsch, diese Zeitschr. 129, 455, 464; 181, 327, 338, 1922. 

2) J. Currie, Journ. of biol. chem. 31, 15, zit. nach dem Ref. im Zentral- 
blatt f. Biochem. u. Biophys. 20, 300, 1919. Die Angaben von Currie 
itiber die Bildung der Citronensiure durch Asper. niger wurden spater von 
FP. Elfving (refer. in Zentralbl. f. Bakt. IT, 52, 305, 1920) und von M. Mol- 
liard (Compt. rend. 168, 360, 1919) bestatigt. 

3) WI. Butkewitsch, diese Zeitschr. 181, 327, 1922. 
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WI. Butkewitsch: Bildung der Citronensaiure usw, 


Kulturen von Aspergillus niger auf Rohrzucker mit Calciumearbonat. 
Versuchsreithe 1 und 2. 

In diesen zwei Versuchsreihen wurden Nihrlésungen von der- 
vlben Zusammensetzung gebraucht; verschieden war nur die Tempe- 
ratur: in der ersten Reihe blieben die Kulturen bei der Zimmer- 
iemperatur, die waihrend des Versuchs zwischen 14 bis 18° schwankte; 
in der zweiten wurden sie im Thermostaten bei 24 bis 26° untergebracht. 

Die Nahrlésung hatte die folgende Zusammensetzung: 

Rohreucker. ..... 20% 
NH, NO, 0,15 % 


Salze (ZnSO, — 0,01%) 0,1% 


Jede Kultur enthielt je 50 ccm dieser Lésung, und, nachdem eine 
yenigend starke Pilzdecke sich entwickelt hatte, wurden je 5 g durch 
Erhitzen sterilisierter Kreide allen Kulturen zugesetzt, was in der 
ersten Versuchsreihe am sechsten Tage nach der Impfung und in der 
weiten am dritten stattfand. Zum Vergleich wurden auch die Kulturen 
von Citromyces glaber denen von Aspergillus niger parallel aufgestellt. 

Nach Verlauf einiger Tage nach dem Zusatz des Calciumcarbonats, 
lie sich die Bildung der fiir Calciumcitrat charakteristischen Ab- 
lagerungen als eine Kruste auf der Oberfliche der am Boden befind- 
lichen Kreide und die Ausscheidung der Gasbliischen aus derselben 
bemerken. Die letztere Erscheinung verstirkte sich beim Aufschiitteln 
der Kulturen. Besonders stark erschien die Gasausscheidung in den 
Kulturen von Aspergillus niger, die im Thermostaten waren. Das 
Aufschiitteln derselben erzeugte ein starkes Aufbrausen der Fliissigkeit, 
wobei der reichlich gebildete Schaum die Pilzdecke in die Hohe trieb. 

Die Angaben iiber die Dauer der Kulturen befinden sich in den 
Tabellen, in denen die Ergebnisse ihrer Analyse zusammengestellt sind. 

Alle zur Analyse gebrauchten Kulturen wurden vorlaufig durch 
Erhitzen im Kochschen Sterilisator abgetétet. Die Bestimmung der 
Citronen- und Oxalsiure sowie auch des Mycelgewichts wurde nach 
dem Verfahren ausgefiihrt, das ich bei meinen vorigen Versuchen mit 
Citromyces angewandt hatte’). Der von der Kulturfliissigkeit ab- 
getrennte Niederschlag wurde mit der Pilzdecke zusammen dem Extra- 
hieren durch schwache, 2,5proz. Salzsiure unterworfen, deren Gesamt- 
menge dem der Kultur zugesetzten Calciumcarbonat beinahe aquivalent 
war?), und aus der auf diese Weise erhaltenen Lésung wurde die in 


1) WI. Butkewitsch, diese Zeitschr. 181, 327, 1922. 

*) Nach unserer Erfahrung ist schon */, von der dem Ca-Citrat aqui- 
valenten Menge 2,5 proz. Salzsiure zum vollstandigen Auflésen dieses 
Citrats hinreichend. Wird das Citrat und besonders das Oxalat in betricht- 
lichen Mengen in den Kulturen angehauft, so kann man die zum Citratauf- 
lésen gebrauchte Menge der Salzsiiure entsprechend vermindern. 
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ihr befindliche Citronensaure nach dem iiblichen Verfahren als Ca-C tra; 
ausgeschieden. Aus dem getrockneten und gewogenen Riickstande 
von der ersten Extrahierung wurde das in ihm gebliebene Ca-Oxalat 
durch Kochen mit 10proz. Salzsiure ausgezogen!), und in der ab. 
filtrierten Lésung wurde die Oxalsiure als Calciumsalz wieder nicer. 
geschlagen. Das Pilzdeckengewicht ergab sich nach der Differenz 
[(Pilzdecke + Oxalat) — Oxalat]. 

In der Kulturfliissigkeit, die mit dem Waschwasser zusammen 
bis zum bestimmten Volumen (150 ccm) gebracht war, wurden das 
geléste Calciumoxyd (Fillung durch oxalsaures Ammonium, Jer. 
brennen und Glihen) und der unverbraucht gebliebene Zucker (Titricren 
mit Fehlingscher Lésung) bestimmt. 

Die Identifizierung der aus den Kulturen ausgeschiedenen Citrat. 
niederschlige stiitzte sich auf die Reaktion von Denigés und auf ihre: 
Gehalt an Calciumoxyd (Verbrennen und Gliihen). Die Oxalatnieder- 
schlage wurden durch Titrieren mit Kaliumpermanganat auf ihren 
Gehalt an Oxalsiure gepriift. 

In der ersten Versuchsreihe wurden die Citratniederschlige |ei 
der Temperatur von 110 bis 120° getrocknet. Spiter haben wir aber 
uns durch Erfahrung iiberzeugt, daB es schwierig ist, das Calcium. 
citrat von einer bestandigen Zusammensetzung in bezug auf den Wasscr- 
gehalt bei diesen Bedingungen zu erhalten. Dabei beschriinkt sich 
der Verlust des im Citrat [Ca,(CgH,;0,)..4 H,O] enthaltenen Wassers 
nicht nur auf zwei Molekiile, sondern geht langsam auch weiter, und 
bei langdauerndem Trocknen kann das Citrat bei dieser Temperatu 
auch alles Wasser verlieren?). 


1) Dabei wurde die Vollstandigkeit der Auflésung des Oxalats stets 
durch die wiederholte Extrahierung kontrolliert. Das ist in Betracht der 
sehr schweren Léslichkeit des Ca-Oxalats unbedingt notwendig. 

2) Zum Teil verliert das Calciumcitrat das in ihm enthaltene Wasser 
im Exsikkator schon bei der gew6hnlichen Temperatur. Das aus der Lésung 
des citronensauren Ammoniums durch Calciumacetat niedergeschlagene 
Citrat wurde abfiltriert, gewaschen, zwischen Filterpapier abgepreBt und 
einige Stunden im Exsikkator gehalten, darauf gewogen und wieder im 
Exsikkator untergebracht. Das urspriingliche Gewicht des Ca-Citrats 
machte 2,888 g aus. Beim Aufbewahren im Exsikkator verlor es an seinem 
Gewichte: 1. Woche — 0,037 g, 2. Woche — 0,021 g, 3. Woche — 0,0125¢ 
und 4. bis 8. Woche — 0,056 g, also insgesamt wahrend 8 Wochen 
— 0,1265 g bzw. 4,38%. Darauf wurde der Niederschlag bei 120 bis 125° 
bis zum bestandig bleibenden Gewicht getrocknet, wobei er noch 0,2265 g 
bzw. 7,84°% verlor. Also machte der Gesamtverlust des Gewichts 12,22 
aus. Dieser Wert entspricht dem Gehalt des Ca-Citrats [Ca, (C,H,0O,), 
.4H,O] an Wasser (12,63%). Der getrocknete Niederschlag enthiclt 
33,46 % CaO. Nach Berechnung muB8 das wasserfreie Ca-Citrat 33,74 % CaO 
enthalten. 
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Der wasserfreie Zustand erscheint deshalb fiir das Calciumcitrat 
als der geeignetste zum Wiagen desselben. Da aber dieser Zustand 
sich durch Trocknen bei den héheren Temperaturen leichter erreichen 
lat, so wurden die Citratniederschlige in der zweiten Versuchsreihe 
sowie auch in allen weiteren Versuchen bei 120 bis 135° bis zum voll- 
stiindigen Wasserverlust getrocknet. 

Die Ergebnisse der Kulturanalysen sind in den weiter unten folgen- 
den Tabellen zusammengestellt. 


Tabelle I. Versuchsreihe 1, bei der Temperatur von 14 bis 17°. 





Aspergitlus niger Citromyce: glaber 


Kulturen und ihre Dauer 
la 60 Tage | 2a 9 Tage || 1c 60 Tage 2c 0 Tage 


Pilzdeckengew. (ohne Ca-Oxalat) g 0,6310 0,6885 1,2760 1,5470 


Ca- {in Niederschlag .... . 3,2590 3,5125 2.8645 3,4260 
Citrat {in Kulturfliissgkeit .. . _ 0,2400 — 
ING igri FO) Bie oT _ 3,7525 _ 
Sein Prozentgehalt an CaO'). . 32,28 32,40 32,30 32.10 
Ge ora Ka ere ae. 4 g 2,4890 3,5725 0 0 
Sein Prozentgehalt an Oxalsaure *) 
nach Titrieren mit Chamaleon 61,33 61,72 


CaO in Kulturfliissigkeit . . . g 0,4540 0,1360 0,2800 0,2360 
Aziditat auf 10 cem Kulturfliissig- 

keit njl0 Ba(OH),*) . . cem — 9,5 —- | - 
pT ie by a ae eine eee Spuren 0 viel | nicht viel 


Tabelle II. Versuchsreihe 2, bei der Temperatur von 24 bis 26°. 





| Aspergillus niger } Citromyces glaber 


Kulturen und ibre Dauer | tA th 2k et Gh | ac 2c 3C 
|| 9 Tage 21 Tage | 42 Tage | 9 Tage | 21 Tage | 42Tage 


Pilzdeckengewicht (ohne Ca- 
NG ic... eles aide g  0,5950 | 0,7060 0.9145 0,8595 | 1,0160  1,3060 
Ca-Citrat ........g 2,0960 | 2,8905 3.5620 0,7070 | 1,8480 3,1315 
Sein Prozentgehalt an CaO‘) 33,58 33,40 | 33,21 33,94 33,43 33,30 
ae g 11,0715 1,6830 2.3635 0 0 Spuren 
Sein Prozentgehalt an Oxal- 


- ai’ 0 ° | 
siure nach Titrieren mit 


Chamileon®) ...... 61,97 61,54 6187) — hs si 
CaO in Kulturfliissigkeit g || 0.5301 0.4588 10.3540 0,0992 0,1088  0,1340 
, |” SS are a etwa g 48 2.8 1,0 7,8 53 1,5 


1) Die Citratniederschlage wurden in diesem Versuch bei 110 bis 120° 
getrocknet und scheinen ihrem Gehalt an CaO gemaB noch ein Molekiil 
Wasser zu enthalten. Nach Berechnung mu so zusammengesetztes Salz 
(Ca, (C,H,O,). H,O] 32,60% CaO enthalten. 

2) Ca-Oxalat (CaC,0,.H,O) enthalt 61,64% Oxalsiure (H,C,0,). 

8) Die Aziditat ist auf die urspriingliche Kulturflissigkeit bezogen. 

4) Die Citratniederschlage wurden in diesem Versuch bei 120 bis 135° 
bis zum vollstindigen Wasserverlust getrocknet. Wasserfreies Ca-Citrat 
— Ca, (C,H,O,), — enthalt 33,74% CaO. 

5) Ca-Oxalat enthalt 61,64% Oxalsaure. 

15* 
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Aus den in den Tabellen angefiihrten Angaben ist es ersicht!) |), 
da die Anhaufung der Citronensiure in beiden Versuchsreihen  ¢; 





tra 
Aspergillus niger starker als bei Citromyces glaber zum Vorschein ki. vo 
In allen Kulturen von Aspergillus niger befand sich in ziemlich gro\jen wu 
Mengen auch die Oxalsiure. Bei Citromyces glaber wurde sie in dic sen ab 
Versuchen nur in Spuren oder gar nicht nachgewiesen. DaB eine ‘|v. 
trichtliche Anhiufung dieser Séiure auch in den Citromyces-Kulturen grt 
auf Zucker bei gewissen Bedingungen stattfinden kann, wurde av fii 
durch unsere vorigen Versuche festgestellt'). dic 
In allen Kulturen, mit Ausnahme der Kultur 2a in der Versuch. pe 
reihe 1, blieb das ihnen zugesetzte Calciumcarbonat zum Teil noch 1 
unverbraucht, was sich durch Aufbrausen bei der Bearbeitung der in 
diesen Kulturen befindlichen Niederschlige mit Salzsiure nachwei-sen K. 
lieB. Nur in der oben genannten Kultur von Aspergillus niger (2a, Ver- a 
suchsreihe 1) wurde das Calciumcarbonat ganz erschépft?) und _ ihre i 
Fliissigkeit hatte eine stark saure Reaktion. In dieser Kultur befand sich . 
die Citronensaure teilweise in der Lésung, aus welcher sie durch Calcium- 
acetat niedergeschlagen wurde, nachdem die Kulturfliissigkeit durch 
Abdampfen stark eingeengt und mit Ammoniak neutralisiert war 
Was das in den Kulturflissigkeiten in Losung befindliche Calcium- 
oxyd anbelangt, so iiberstiegen seine Mengen fast in allen Fallen sowohl! 
bei Aspergillus niger als bei Citromyces glaber bedeutend diejenigen, 
welche auf Kosten der Léslichkeit des Calciumcitrats bezogen werden 
: konnten®), 
6 Das macht sich durch die Kontrollbestimmung von CaO in steriler 
: Nahrlésung ohne Kultur geltend. Nachdem die Kreide dieser Lésung 
E ebenso wie den Kulturen zugesetzt worden war, wurde sie mit denselben 
i im Thermostaten stehen gelassen. Die Fliissigkeit wurde von der Kreide 
ee: auf dieselbe Weise wie bei den Kulturanalysen abgetrennt und auf den 
ee Gehalt an CaO gepriift. 100 cem enthielten 0,024 g CaO. Darauf wurde 
Bay das Calciumcitrat einem Teil der von der Kreide abgetrennten Fliissigkcit 
; es zugesetzt, und, von Zeit zu Zeit aufgeschiittelt, blieb sie einige Tage mit 
a ihm in Beriihrung. Der Gehalt an CaO stieg demnach bis zu 0,045 g auf a 
100 cem. Dieser Wert steht weit denjenigen nach, die bei den Kultur- k 
fliissigkeitsanalysen fiir CaO erhalten sind. y 
. Reena 0 
| 1) WI. Butkewitsch, diese Zeitschr. 131, 327, 1922. " 
*) Fiir diese Kultur entsprechen die durch die Analyse in den Citrat- 7 
und Oxalatniederschligen und in der Kulturfliissigkeit gefundenen Mengen 
Bie des Ca-Oxyds (2,65 g) denjenigen, die mit 5 g Kreide eingebracht wurden d 
Bia 2 (2,75 g). Das Ca-Oxyd wurde in der Kreide nach Aufliésen derselben in t 
Salzsiure durch Niederschlagung mit Ammoniumoxalat bestimmt. 
ie} 3) Bei den Versuchen, das Calciumcitrat aus den durch Verdunsten ; 
4 stark eingeengten Kulturfliissigkeiten auszuscheiden, gelang es gewOhnlic!, ; 
BE mit Ausnahme der oben genannten Kultur 2a, nur ganz unbetrichtlic!e 
; Mengen desselben zu erhaiten. ( 
oe 
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Wie oben schon angegeben ist, enthielt mehr oder weniger be- 
trachtliche Mengen der Citronensiure nur die Fliissigkeit einer Kultur 
von Aspergillus niger, in welcher das Calciumcarbonat ganz erschépft 
wurde und die Fliissigkeit sauer reagierte. Die Citronensiure machte 
aber auch hier nur einen Teil der in der Lésung befindlichen Saiuren aus. 

Driickt man die Menge der in der Lésung sich befindenden Carboxyl- 
gruppen (im freien Zustande und im Zustande der Ca-Salze) durch das 
fiir ihre Sattigung nétige Calciumoxyd [0,269 g*)] aus und zieht man davon 
die Menge desselben ab, die auf die geléste Citronensaure fallt (0,0778 g), 
so ergibt sich 0,1912 g Calciumoxyd, das der ein lésliches Ca-Salz bildenden 
Saure entspricht. 

Auf Grund der Ergebnisse unserer Analyse kommen wir also zum 
SchluB, daB bei den angegebenen Bedingungen des Versuchs in den 
Kulturen von Aspergillus niger und Citromyces glaber neben der Citronen- 
und Oxalsaiure noch eine Siure sich anhiaufte, die ein lésliches Calcium- 
salz bildet. Was fiir eine Saiure hier vorkommt und was fiir eine Rolle 
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Abb. 1. Kulturen von Asp. niger bei der Temperatur von 14 bis 17°. 
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Abb. 2. Kulturen von Asp. niger bei der 
Temperatur von 24 bis 26°. 
sie im Gesamtstoffwechsel spielt, miissen die weiteren Untersuchungen 
klarstellen. Vorliufig ist nur darauf hinzuweisen, da® in den Kulturen 
von Aspergillus niger anfangs eine Anhaiufung und darauf eine all- 
mahliche Verzehrung der Saure sich nachweisen laBt, indem die Citronen- 
und Oxalsiure fortdauernd anwachsen. Diese Erscheinung, die in 
der ersten wie in der zweiten Versuchsreihe deutlich hervortrat, legt 
die Vermutung nahe, daB die unbekannte Saure zur Bildung der Citronen- 
und Oxalsiure verbraucht wurde. 
Als besonders wahrscheinlich erscheint diese Vermutung bei der 
Zusammenstellung der Analysenergebnisse fiir die Kulturen von Asper- 


1) Das in der Kulturfliissigkeit befindliche Ca-Oxyd 0,136 g und das 
der Aziditat dieser Fliissigkeit entsprechende Ca-Oxyd 0,133 g = 0,269 g. 
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gillus niger der ersten Versuchsreihe. Wahrend Zucker in der Kultur | 4 
fast vollistindig fehlt, finden wir doch einen betriachtlichen Zuwachs 
der Oxal- und Citronensaure in der Kultur 2a. Als Material zur Bilding 
dieser Saéuren scheint also nicht Zucker zu dienen, sondern die in der 
Kultur la als lésliches Calciumsalz vorhandene Saure, die beim Uber. 
gang von der Kultur la zu 2a bedeutend abnahm. 

Das soeben geschilderte Verhiltnis zwischen der Citronen- und 
Oxalsiure einerseits und der ein lésliches Calciumsalz bildenden Siure 
andererseits lat sich leicht auf den Abb. 1 und 2 verfolgen. Auf ihnen 
ist die Mobilisierung der diesen Sauren zugehérigen Carboxylgruppen 
graphisch dargestellt, indem sie durch das zu ihrer Sattigung not- 
wendige Calciumoxyd ausgedriickt sind. Die den Siuren entsprechenden 
Mengen des Calciumoxyds sind in der weiter unten folgenden Tabelle 


angegeben : 





Versuchsreihe | (14—17°) Versuchsreihe 2 (24—26°) 
Kulturen von Aspergillus niger * 
1a (60 Tage) 2a (90 Tage) 1A (9Tage) 2A (21 Tage) 3A (42 Tage 


33. (der Citronensiure 1,0526g 1,2158g 0,7042g 0,9654g 1,1826¢ 
3.43 |der Oxalsiure . . 0.9558 11,3718 | 0.4115 0.6463 ——0,9076 
Sze der ein losliches 

=O2 | Ca-Salz_ bilden- 

=83' den Séure. .. 04540 0.1912 0.5301 0.4588 0.3540 


Versuchsreihe 3. Kulturen von Aspergillus niger mit mangelhaften 
und iiberfliissigen Stickstoffmengen. 
Die Nahrlésungen hatten folgende Zusammensetzung: 


Rohrzucker.,. ... . . 20 % 
a) NHNO, Si sip ues 0,15 ,, b Dasselbe wie in a nur 
Salze (ZnSO, — 0,02%) 0,2 , ee ee yg ee, 1% 


Mit jeder Niahrlésung wurden je zwei Kulturen angestellt, und 
jede Kultur enthielt je 150 ccm Niahrlésung. Die Kulturen wurden 
bei Zimmertemperatur stehen gelassen, welche sich die zwei ersten 
Wochen bei 14 bis 15° und darauf bei 16 bis 17° hielt. 

Nur am fiimften Tage nach der Impfung bildeten sich die Pilz- 
decken, und am neunten Tage wurden je 15g sterilisierter Kreide allen 
Kulturen zugesetzt. 

Am vierten Tage nach dem Zusatz der Kreide machte sich eine 
reichliche Gasausscheidung von der Oberfliche derselben in allen 
Kulturen bemerkbar, und noch 3 bis 4 Tage spiter traten schon dic 
dem Calciumcitrat eigentiimlichen Ablagerungen auf. Zum Schlu! 
des Versuchs wurde das Mycel auf der Nahrlésung b reichlich mit 
Conidien bedeckt, und in der Kultur auf der Lésung a waren sie nui 
sparlich vertreten. 
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Die Analyse der Kulturen wurde ebenso wie in den vorigen Ver- 
suchen ausgefiihrt. Die Ergebnisse sind in der weiter unten folgenden 


Tabelle zusammengestellt. 


Tabelle 111. 





Stickstoffmangel Stickstoffiiberflu® 


Kulturen und ihre Dauer 
1, (23 Tage)| 2. (49 Tage) 1. (23 Tage) 2. (49 Tage) 


Pilzdeckengew. (ohne Ca-Oxalat) g 1.7085 2.5270 4.5000 3,0775 


Ca-Citrat im Niederschlag ..g > 11,6542 ~=—-11,9335 83025 7,1850 
Sein Prozentgehalt an CaO .. 33,05 33,20 33,62 33,52 
Ca-Citrat von Kulturfliissigkeit g - 1,6950 — _ 
Gesamtmenge des Ca-Citrats!) g 13,6285 — ~ 
Ca-Oxalat . . g 4.2535 9,0100 0,4860 3,2265 


Sein Prozentgehalt an Oxalsaiure 

nach Titrieren mit Chamileon*) | 61,92 61,20 61,69 61,54 
CaO in Kulturfliissigkeit*) . . g 1,2240 0.5917 0,2880 0.1037 
Aziditat auf 10 ecem Kulturfliissig- 


keit n/10 Baf[O H},*) . . eem — 15,7 — _ 
TUE. id oe GWE G 4,0 0 2,0 0 
Reaktion auf Salpetersiure. . . 0 0 | stark stark 


Bei diesen Versuchen mit Aspergillus niger, ebenso wie bei unseren 
vorigen mit Citromyces glaber®), wurde also die Bildung und Anhaufung 
der Citronensiure nicht nur bei relativem Mangel an Stickstoff, sondern 
auch bei UberschuB daran®), d. h. bei den normalen Bedingungen 
der Mycelentwicklung, nachgewiesen. Wie in den vorigen Versuchs- 
reihen 1 und 2, hauften sich auch hier neben der Citronensiéure die 
Oxalsiure und auBerdem noch die ein lésliches Ca-Salz liefernde Saure 
an. Bedeutend gréBere Mengen dieser letzteren enthielten die Kulturen 
auf der Nahrlésung a. Hier trat deutlich dieselbe Erscheinung hervor, 
die sich auch bei den vorigen Versuchen feststellen lie}. Anfangs haufte 
sich die Saéure an und darauf nahm sie ab, wihrend die Citronen- und 
Oxalsiure fortdauernd anwuchsen. 


In der Kultur 2 auf der Nahrlésung a (ebenso wie in der Kultur 24 
der Versuchsreihe 1) zeigte sich das ihr zugesetzte Calciumcarbonat 


1) Die Citratniederschlage wurden bei 120 bis 135° bis zum vollstiindigen 
Wasserverlust getrocknet. Wasserfreies Ca-Citrat enthalt 33,74 % CaO. 

2) Ca-Oxalat enthalt 61,64% Oxalsiaure. 

8) Die abfiltrierte Kulturfliissigkeit machte mit dem Waschwasser 
zusammen 300 ccm aus. 

*) Die Aziditat ist auf urspriingliche Kulturfliissigkeit bezogen worden. 

5) WI. Butkewitsch, diese Zeitschr. 181, 338, 1922. 

*) Wie die Reaktion auf Salpetersiure zeigte, blieb der in der Nahr- 
lésung 6 befindliche Stickstoff zum Schlu8 des Versuchs teilweise unver- 
braucht. 
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als ganz erschépft!); die Kulturfliissigkeit reagierte stark sauer 
enthielt eine bedeutende Menge der Citronensiure in aufgel6-'¢) 
Zustande. Diese Siure wurde besonders ausgeschieden und bestin. 

Ziehen wir die fiir Sattigung der gelésten Citronenséure notwen lig 
Menge des Ca-Oxyds (0,5712 g) von der Gesamtmenge desselben ab 
fiir Sattigung aller in der Lésung befindlichen Sauren nétig ist [1,251] ,)°%), 
so erhalten wir die Menge des Ca-Oxyds, die der ein ésliches Salz mit ih; 
bildenden Siure entspricht. So ergibt sich der Wert von 0,680 g, der sic; 
den Mengen des in den Fliissigkeiten anderer Kulturen aufgelést gefundenen 
Ca-Oxyds entgegenstellen laBt. 

Driickt man das Verhiltnis zwischen den in den Kulturen 
findlichen Sauren durch die CaO-Mengen aus, die fiir ihre Sittiy 
notwendig sind, so werden die folgenden Werte erhalten. 





Nahrlésung « Nahrlosung / 
Kulturen ; 
1. (23 Tage) | 2. (49 Tage) 1. (23 Tage) | 2. (49 Jax 
~§ (der Citronensiure . . . .  3,8459g | 4,5381g | 2.7896 g 2.40700¢ 
aor Oxelehure ....4... 1,6333 | 3.4598 0,1866 1,2396 
& |der ein unlésliches Ca-Salz- 
bildenden Saéure ... . | 1,2240 0,6800 0,2840 0.1037 
Die in der Tabelle angegebenen Werte sind auf der Abb.3 graphisch dargestellt. 
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Abb. 3. 
Kulturen von Asp. niger mit Stickstoffmangel. Kulturen von Asp. niger mit Stickstoffiiberschu!s 
Pilzdeckengewicht 
der Citronensaure 
CaO-Mengen, die entsprech der Oxalsdure 
der ein lésliches CasSalz bildenden Saure - -- -- -- - 





1) Beim Extrahieren des in dieser Kultur befindlichen Niederschlags 
mit Salzsiure lieB sich kein Aufbrausen nachweisen, das in allen iibrige: 
Kulturen dieses Versuchs beobachtet wurde. Die volistandige Erschépfung 
von CaCO, 1laBt sich auch durch die Berechnung der Gesamtmenge ‘es 
Ca-Oxyds erweisen, das als Citrat und Oxalat im Kulturniederschlaye 
und in der Kulturfliissigkeit gelést bei der Analyse gefunden wurde. [as 
ergibt 8.0134 g CaO. Die der Kultur zugesetzte Kreide enthielt 8,25 g Ca\) 

2) Das in der Kulturfliissigkeit geléste Ca-Oxyd 0,5917 g und das zur 
Sattigung von freien Sauren dieser Fliissigkeit nétige Ca-Oxyd 0,6594 ¢ 
= 1,251] g. 
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Kulturen von Aspergillus niger auf Rohrzucker ohne Calciumcarbonat. 

DaB die freien Saéuren sich bei den Bedingungen unserer Versuche 
in den Kulturen von Aspergillus niger in betrichtlicher Menge an- 
hiufen kénnen, erwies sich schon mit unverkennbarer Deutlichkeit 
durch die bei den vorigen Versuchen in den Kulturen mit Kreide beob- 
achtete lebhafte Gasausscheidung und besonders durch das starke Auf- 
brausen, welches in ihnen beim Aufschiitteln zum Vorschein kam. 
In dem weiter unten beschriebenen Versuche hatten wir die Absicht, 
die Anhaéufung der freien Saiuren in der Kultur von Aspergillus niger 
auf Zucker ohne sie bindende Basen zu erforschen. 


Versuchsreihe 4. 

Bei dieser Versuchsreihe kam eine Nahrlésung mit folgender Zu- 
sammensetzung zur Anwendung: 

Rohrzucker .... . 20% 
NH,NO, ...... 0,15% 
Salze (ZnSO, — 0,02%) 0,2% 

Mit dieser Lésung wurden drei Kulturen von Aspergillus niger 
angestellt, und jede Kultur enthielt je 100cem. Die Kulturen wurden 
bei der Zimmertemperatur von 16 bis 17° stehen gelassen und aufein- 
anderfolgend nach bestimmten Zeitintervallen (9, 14 und 35 Tage) 
zur Analyse gebracht. 

Nach dem halbstiindigen Erhitzen der zur Analyse genommenen 
Kultur im Kochschen Sterilisator und nach dem Abkiihlen wurde die 
Fliissigkeit von der Pilzdecke durch Filtrieren abgetrennt und mit 
dem Waschwasser zusammen auf 200 ccm gebracht. In dieser Fliissig- 
keit wurde die Aziditét durch Titrieren mit n/10 Barytlésung (Phenol- 
phthalein als Indikator), die Citronensiure und fiir die letzte Kultur 
auch der Zucker bestimmt. 

Zur Ausscheidung der Citronensiiure wurde die abgemessene 
Portion (150 ccm) der Fliissigkeit bis zum geringen Volumen durch 
Verdunsten eingeengt und dem Kochen mit Calciumcarbonat unter- 
worfen. In der abfiltrierten Fliissigkeit, die man mit dem Waschwasser 
zusammen auf 100 ccm brachte, wurde das in Lésung tibergegangene 
Calciumoxyd bestimmt. — Nachdem der von der Flissigkeit abgetrennte 
Niederschlag des Calciumcitrats mit dem UberschuB des Calcium- 
carbonats zusammen in Salzsiure aufgelést worden war, wurde das 
Calciumcitrat aus der durch Verdunstung eingeengten Lésung nach 
dem iiblichen Verfahren (Neutralisieren mit Ammoniak und Kochen) 
ausgeschieden. 

Die Resultate der Analyse sind in Tabelle IV angegeben. 

Wie ersichtlich ist, nahm die Aziditat der Kulturfliissigkeit all- 
mahlich zu, und zum SchluB des Versuchs erreichte sie eine ziemlich 
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betrachtliche GréBe. Sie bezog sich fast ausschlieBlich auf Citro; 
siure. Die Reaktion auf Oxalsiure fiel in allen drei Kulturen nega i 


Tabelle IV. 





— 


Kulturen und ihre Dauer 1. (9 Tage) 2. (14 Tage) 3. (35 Tage 


Pilzdeckegewicht. . . 2 08525 1,2660 
Aziditat 4 10 ecm Kulturfliissigkeit n/10 

ROP) onic vale Se oes ee els 10,0 20,8 
Oxalsaure . . Re at gy an ie cs 0 0 
Ca- Citratniederschlage oe Lee 0,0880 0.9750 4.3000 
Thr Prozentgehalt an CaO* Ai, its theta, < _ 33,82 33,78 
CaO in Lésung... ; fe tik ae 0.1750 0.1736 0.2052 
a a a are ne, oe _ _ 6.5 


aus. Von dieser Saure lieBen sich keine Spuren nachweisen. Es gibt 
ja keinen Grund zu denken, daB sie sich hier nicht bildete. Offenhar 
handelt es sich mehr um so schnelle Verzehrung der gebildeten Siur 
daB8 ihre Anhaufung nicht stattfinden konnte®). 

Die bei der Citratausscheidung in Lésung iibergegangene Menge 
des Calciumoxyds weist darauf hin, da8 auch hier auBer der Citronen- 
siure irgend eine Saure vorkam, die ein lésliches Calciumsalz bildet ; 
diese Saure haufte sich aber in viel kleinerer Menge an als bei den 
vorigen Versuchen mit Calciumcarbonat. 

Nach und nach steigend, betrug der Gehalt der Flissigkeit an 
Citronenséure in der letzten Kultur fast 4g bzw. 4°74). 


Versuch mit Penicillium glaucum. 

In einem von unseren vorigen Versuchen®) gelang es uns, aus 
der Kultur von Penicillium glaucum auf 10proz. Rohrzuckerlésung 
‘) Die Aziditat ist auf urspriingliche Kulturfliissigkeit bezogen. 

*) Calciumcitrat — Ca, (C,H;O,), — enthalt 33,74% CaO. 

3) Molliard (|. c.) hat auBer der Citronensaéure auch die Oxalsaure | 
den Kulturen von Aspergillus niger auf Zucker (4,6%) bei relativem Stick 
stoffmangel (0,035% NH,NO,) ohne CaCO, nachgewiesen; sein Versuch 
wurde aber bei der Temperatur von 36° angestellt. 

*) Die Berechnung wurde nach dem Gewicht des ausgeschiedenen 
Citrats mit entsprechender Korrektur auf seine Léslichkeit gemacht. Infolge 
der Verdunstung der Fliissigkeit wiaihrend des Versuchs ]4Bt sich ihr tat- 
sichlicher Prozentgehalt an Citronensiure noch héher schatzen. In de: 
Versuchen von Molliard (1. c.) mit Aspergillus niger machte der Maxima! 
gehalt der Kulturfliissigkeit an Citronenséiure etwa 0,8 % aus, indem diese 
Saure nach der Gesamtaziditaét bestimmt wurde, von welcher die der Oxal- 
saure entsprechende Aziditaét abgezogen worden war. Dieses Verfahren 
darf ja nur dann als verwendbar gelten, wenn keine andere Saure auier 
der Citronen- und Oxalsiure vorhanden ist. Ob das bei den Versucher 
von Molliard der Fall war, bleibt dahingestellt. 

5) WI. Butkewitsch, diese Zeitschr. 131, 327, 1922. 
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mit Caleiumcarbonat eine kleine Menge der Substanz auszuscheiden, 
die sich mit gewisser Wahrscheinlichkeit als Calciumcitrat identifizieren 
lie. Zu genauerer Identifizierang war doch die Menge der erhaltenen 
Substanz ungentigend. 

Um die Frage nach der Bildung der Citronensiure durch Peni- 
allium glaucum endgiiltig klarzustellen, wurde die Kultur von diesem 
Pilze mit héherem Gehalt an Zucker versucht. 


Versuch 5. 
Die Nahrlésung hatte die folgende Zusammensetzung: 
Rohrsucker ....... 230% 
BEM Oe oR: on ONE 
Salze (ZnSO, — 0,01%) . 0,1% 

Die Kultur enthielt 50 ccm Nahrlésung. Der Versuch wurde bei 
der Zimmertemperatur von etwa 20° angestellt und dauerte beinahe 
3 Monate!). Am fiinften Tage nach der Impfung setzte man 6 g steri- 
lisierter Kreide der Kultur zu. Zum Vergleich wurde auch eine Kultur 
von Aspergillus niger bei denselben Bedingungen parallel aufgestellt. 

Die Kulturanalyse wurde ebenso wie bei den vorigen Versuchen 
ausgefiihrt und ihre Ergebnisse sind in der Tabelle V zusammengestellt. 


Tabelle V. 





Kulturen Aspergillus niger Penicillium glaucuem 


Pilzdeckengewicht (ohne Ca-Oxalat) . g 0,9815 1,2225 
Cn eee We et Se 2,7830 1,0540 
Sein Prozentgehalt an CaO ...... 33,78 33,95 
| _ Si Ga rae 4.77 0,0320 
Sein Prozentgehalt an Oxalsiure nach 

Titrieren mit Chamialeon ...... 61,91 62,15 
CaO in Kulturfliissigkeit ......g 0,0853 0,0434 


Die Citratniederschlage wurden durch die Reaktion von Denigés 
und durch ihren Gehalt an Calciumoxyd ganz sicher identifiziert. Der 
Zucker wurde in beiden Kulturen vollstandig verbraucht; der Gehalt 
der Kultur an Citronen- und Oxalsiure war jedoch bei Aspergillus niger 
viel héher als bei Penicillium glaucum. Das laBt sich mit der bei diesem 
Pilze stirker ausgesprochenen Fahigkeit, die organischen Sauren zu 
Kohlendioxyd zu verbrennen?), in Zusammenhang stellen. 

1) Eine so lange Dauer der Kultur wurde dadurch bedingt, da8 wir 
keine Gelegenheit hatten ihre Analyse friiher anzutreten. 

2) WI. Butkewitsch, diese Zeitschr. 129, 464, 1922. Vgl. auch C. Wehmer, 
Botan. Zeitung 49, 233, 1891. 
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Zusammenfassung. 

In den Kulturen von Aspergillus niger auf Zucker bei relati 
Stickstoffmangel in Anwesenheit von Calciumcarbonat hiauft 
reichlich Citronensdure als Calciumcitrat an. 

Unter gleichen Versuchsbedingungen sowohl bei den nieder: iy 
(14 bis 17°) als bei den héheren (24 bis 26°) Temperaturen geht «\a; 
Anhaufen der Citronensiure in den Kulturen von Aspergillus 
mit gréBerer Geschwindigkeit vor sich, und im ganzen erreicht es « 
bedeutenderen Betrag als in denen von Citromyces glaber. 

In allen Kulturen von Aspergillus niger lieB sich auch die Oxals 
nachweisen, deren Mengen wie die der Citronenséure mit der Kultur. 
dauer zunahm. Bei Citromyces glaber trat die Oxalsdure nur in 
alteren Kulturen und in viel geringeren Mengen als bei Aspergi! 
niger auf. : 

AuBerdem lieB sich die Bildung einer Saure in allen Kulture: 
feststellen, die sich in der Kulturflissigkeit als ein lésliches Calciumsaly 
anhaufte. Besonders bedeutend war die Anhaufung dieser Saure in 
den Kulturen von Aspergillus niger. In ihnen nahm die Menge «1 
Saure anfangs zu und darauf fiel sie allmahlich ab, wahrend die Citron: 
und Oxalsiure fortdauernd anwuchsen. Daraus la4B6t sich der Schlub 
ziehen, daB die in Betracht kommende Saure zur Bildung der Citronen- 
und Oxalsiure verbraucht werden kann. Die Frage nach der Natur 
jener Saéure und nach ihrer Rolle im Gesamtstoffwechsel muB dur h 
die weiteren Untersuchungen klargestellt werden. 

Die Bildung der Citronensaiure in den Kulturen von Aspergi!!.s 
niger auf Zucker, ebenso wie in den von Citromyces glaber, findet nic hit 
nur bei Mangel, sondern auch bei Uberschu8 an Stickstoff  statt 
In Anwesenheit von Calciumcarbonat hauft sich die Citronensiure als 
Citrat auch in diesen Kulturen an, obgleich in kleinerer Menge als in 
denen mit Stickstoffmangel. Das laBt sich zwanglos dadurch erklarci, 
daB ein verhaltnismaBig gréBerer Teil des Zuckers beim Stickstoff- 
tiberschu8 zur Mycelentwicklung verbraucht wird. 

Die Bildung und Anhaufung der Citronen- und Oxalsaure ist aviv! 
bei Penicillium glaucum in den Kulturen auf Zucker mit Calcim- 
carbonat festgestellt; die Mengen dieser Saiuren waren aber hier viel 
geringer als in den unter denselben Bedingungen aufgestellten Kultur 
von Aspergillus niger. Das laBt sich mit der bei Penicillium glauci 
starker ausgesprochenen Fahigkeit, die organischen Sauren zu Kohle1- 
dioxyd zu verbrennen, in Zusammenhang stellen. 

In den Kulturen von Aspergillus niger auf Zucker bei relativ: 
Stickstoffmangel ohne Calciumearbonat hauft sich die Citronensiur 
in freiem Zustande reichlich an. In 35tagigen Kulturen bei der Tem)» 
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ratur von 16 bis 17° betrug der Gehalt der Kulturfliissigkeit an Citronen- 
auve etwa 4% und die Ausbeute der Saure in bezug auf verbrauchten 
Zucker etwa 30°. In den unter diesen Bedingungen sich entwickelnden 
Kulturen lieB sich die Oxalsiure gar nicht nachweisen. 


. 


Die bis jetzt angenummene Kinteilung der Pilze in zwei physio- 


logische Gruppen — die Gruppe der die Oxalsiure bildenden, an deren 


Spitze man Aspergillus niger stellt, und die der die Citronensiure 
biidenden, zu welcher man die Citromyces-Arten rechnet kann 
keine ernstliche Grundlage mehr haben und muB verlassen werden. 








Autoklavenhydrolyse 


der EiweiSstoffe mit Hilfe von Kohlensaure und Oxalsiure. 


Von 
W. 8S. Ssadikow. 


(Aus dem Laboratorium fiir organische Chemie der Universitat Moskau.) 


(Eingegangen am 18. Dezembe, 1922.) 


Hydrolyse der Eiwei8stoffe durch Einwirkung von Mineralsiuren 
erfordert eine ziemlich hohe Konzentration derselben und eine 
groBere Dauer auch bei Siedetemperatur. Arbeitet man aber unter 
Druck bei Temperatur 160 bis 180°, so geniigen schon kleine Kon. 
zentrationen der Saure (0,5 bis 1°), um im Verlaufe von zwei bzw 
drei Stunden den abiureten Zustand herbeizufiihren. Doch sind die 
Produkte einer Autoklavenhydrolyse wesentlich verschieden von den- 
jenigen der gewohnlichen Hydrolyse. Im ersten Falle kénnen wir 
die Spaltung nur bis zu einfachen Anhydriden bewerkstelligen, im 
zweiten Falle sind hauptsichlich Aminosiuren vorhanden. 

Die Einwirkung von schwachen Mineralsauren bei 180° war eine 
mildere und begrenzt sich auf Vorstufen der Aminosauren, auf Di- 
ketopiperazine. Organische Saéuren auch bei héherer Konzentration 
und bei 180° sind wenig geeignet, Hydrolyse der EiweiBstoffe zu 
veranlassen und wirken vielmehr kondensierend. 

Es war von Interesse, das Verhalten der Proteine gegen eine so 
schwache Saure, wie Kohlensiéure, zu priifen, welche von dem Hydro. 
lysate sehr leicht entfernbar ist. 20g Giansefedern mit 200 ccm 
Wasser waren in einem Pfungstschen Autoklaven eingeschlossen; in 
das Druckgefa®8 wurde Kohlensaiure bis 8 Atm. Druck eingelassen. 
Nachdem der Hahn geschlossen war, wurden die Giansefedern 
3'/, Stunden bei 160° erwirmt; das Manometer zeigte 22 Atm. Druck 
und nach dem Erkalten 6 Atm. 

Ein Teil der Federn war gelést und die Lésung zeigte keine 
Biuretreaktion mehr. Es wurde rochmals Kohlensaure bis 12 Atm 
eingelassen und der Autoklav auf 185° erwirmt. Manometerdruck 
19 Atm. Das Erwarmen dauerte 16'/, Stunden. Jetzt léste sich 
fast alles und das Hydrolvysat war abiuret. 
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Erwarmt man aber Ginsefedern bei 180° wahrend 10 Stunden 
mit Wasser ohne Kohlensiure, so gelangt man zu demselben Resultat. 
Dabei bildet sich eine betrachtliche Menge Kohlensiure auf Kosten 
des EiweiBstoffs, und diese Kohlens&éure beeinfluBt das Zustande- 
kommen der Hydrolyse. 

Dasselbe Resultat wurde mit Eieralbumin erhalten. 

Kohlenséure unter Druck wirkt also hydrolytisch auf Eieralbumin 
und Keratin. Bei Spaltung mit Wasser wird die Hydrolyse durch 
Gegenwart von Kohlenséure beschleunigt. Aber die Hydrolyse mit 
Kohlenséure erfordert langere Zeit und bringt beeintrachtigende 
Nebenwirkungen mit sich. 

Es war von Interesse, die hydrolytische Wirkung der Oxalséure 
mu priifen, da sie einerseits eine starke Saéure darstellt, und anderer- 
seits bei 180° vollstandig unter Bildung von Kohlensiure sich zer- 
setzt. Man kénnte zwei Vorteile bei der Anwendung von Oxalséure 
als hydrolysierendem Agens erwarten, nimlich, allmahliche Abnahme 
der Konzentration im Laufe der Hydrolyse, und ein vom hydrolysieren- 
den Mittel freies Hydrolysat. 

Die Anwendung der Oxalséure gab aber kein besonders giinstiges 
Resultat : 

1. 100g Gelatine und 400ccm Wasser mit 50g Oxalséure 
wurden bei 140° vier Stunden erwirmt, was geniigte, um das 
Hydrolysat abiuret zu machen. Das Hydrolysat ist stark sauer, 
obwohl keine Oxalsiure mehr vorhanden ist. Ag NO, gibt Fallung 
und erfahrt Reduktion beim Aufkochen. Das Hydrolysat hinterlabt 
nach dem Eindampfen einen Sirup, welcher gréBtenteils in Alkohol 
lislich ist, der lésliche Teil zeigt keine Reaktion mit Triketohydrinden. 

2. 50g Gelatine und 50g Oxalsiiure wurden in Wasser gelést 
und bei 180° sechs Stunden lang erwirmt. Das Hydrolysat enthielt 
keine Oxalsiure mehr. Biuretreaktion fehlt, ebenso die Triketo- 
hydrindenprobe. Nach Behandlung mit Ca(OH), bis zur schwach 
alkalischen Reaktion gibt das Filtrat mit Bromwasser eine gewaltige 
Faillung, mit Cu(OH), keine blaue Lésung, sondern eine blaulich- 
griine. Der beim Abdampfen erhaltene Sirup ist mit Alkohol fast 
volistiindig fallbar. 

VergréBert man die Menge der Oxalsiure und verliingert die 
Zeit der Erhitzung, so beobachtet man eine Vermehrung der in 
Alkohol unléslichen Fraktion. 

3. 50g Casein und 50g Oxalséure wurden in Wasser gelist und 
bei 180° sechs Stunden erwirmt. Das Hydrolysat war hellgelb und 
oxalsiurefrei. Es zeigte keine Biuret- und keine Ninhydrinreaktion, 
reduzierte stark Ag NO,-Lésung, entfarbte K MnO, und Bromwasser. 
Die Millonsche Reaktion ist negativ. Mit Cu(OH), gibt es eine 
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blaulichgrine Lésung. Beim Abdampfen bleibt ein Sirup zuriick 
vollstandig in Alkohol léslich ist. Das Gewicht des in Alkohol léslix 
Sirups ist um 14°, mehr als das Gewicht des genommenen Case 
Es hat trotz Fehlens der Aminoséuren im Hydrolysat eine Was 
aufnahme stattgefunden. Die Umwandlung des Caseins bei Dru 
einwirkung von Oxalsiure scheint eine wesentlich andere zu sein 
bei iiblicher Art der Hydrolyse mit kochenden starken Mineralsaur: 
Im ersten Falle iiberwiegen andere Saiuren, im zweiten Falle Ami 


sauren. 
Extrahiert man das Oxalsiurehydrolysat des Caseins mit At! 
so bekommt man einen Sirup, welcher Ameisensdure enthalt. Diese 


bildet sich bei Zersetzung von Oxalsiure nach der Gleichunyg 
COOHCOOH = CO, + HCOOH. 

Bei Druckhydrolyse der EiweiSstoffe mit Oxalsiure haben wir 
also diejenigen Bedingungen, welche von uns schon bei autoklayer 
Einwirkung von Ameisensiure angetroffen wurden!). 

Es ware von groBem Interesse, die Produkte der Druckeinwir- 
kungen von Kohlensaure, Ameisensiure und Oxalsiure eingehend 
zu untersuchen, da wir es hier mit einer eigenartigen Art der 
Spaltung von Eiweifstoffen zu tun haben, bei welcher keine Amino- 
sauren auftreten. 


1) Noch nicht veréffentlicht. 
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[ber Produkte der katalytischen Spaltung von Eiweibstoffen'). 
Von 
W. S. Ssadikow und N. D. Zelinsky. 


Vorgetragen in der Sitzung der Russischen Chemischen Gesellschaft, 
2. Februar 1922. 


Aus dem Laboratorium fiir Organische Chemie der Universitat zu Moskau. ) 


(Eingegangen am 18. Dezember 1922.) 


Im Bestreben, aus Eiwei®stoffen Verbindungen vom Typus der 
Peptide herauszuschilen, hat E. Fischer die Methode der partiellen 
Hydrolyse angewandt, welche darin besteht, daB man die Proteine 
mit einem UberschuB von konzentrierter Schwefelsiure (70 °) eventuell 
ron konzentriertem HCl bei Zimmertemperatur (18°) oder bei Brut- 
temperatur (40°) behandelt, dann die Saure vollig entfernt und das 
singeengte Filtrat mit aktivem Pankreassaft verdaut. 


Nach dem Behandeln des so gewonnenen Hydrolysats, welches 
in absolutem Alkohol aufgenommen wurde, mit trockenem Chlor- 
wasserstoff, und nach Abdestillation von Estern der Aminosauren, hat 
RB. Fischer aus den Riickstanden, welche in hohem Vakuum nicht mehr 
flichtig sind, durch Sattigen der alkoholischen Lésung mit trockenem 
Ammoniak einen Niederschlag erzielt, welcher aus einem Gemenge 
von Diketopiperazinen bestand. 


Mit Hilfe dieses Verfahrens hat HE. Fischer aus Fibroin Glycylalanin- 
anhydrid gewonnen, welches mit dem synthetischen Glycyl-d-alanin- 
anhydrid sich als identisch erwies. Durch partielle Hydrolyse mit kon- 
zentriertem HCl und Trypsin, eventuell nach Behandlung mit Barytwasser, 
haben E. Fischer und E. Abderha‘den durch Vermittlung von 3-Naphthalin- 
sulfochlorid aus Fibroin auch Giycylalanin erhalten. AuBerdem wurden aus 
Fibroin Glycyl-d-tyrosinanhydrid, Glycyl-d-alaninanhydrid und d-Alanyl-l- 
srinanhydrid abgeschieden, sowie ein Tetrapeptid (Diglycyl-d-alanyl-I- 
tyrosin). Aus Elastin sind d-Alany! d-leucin und Glycylvalinanhydrid neben 
Prolyl-d-alaninanhydrid dargestellt, ebenso 1].Leucylglycinanhydrid und 
|-Leucyl-d-alaninanhydrid. Levene und Beatty haben bei langdauernder 
Verdauung der Gelatine mit Trypsin Glycylprolinanhydrid und Leucyl- 
prolinanhydrid gefunden. 


1) Ausfiihrliche Mitteilung mit samtlichen analytischen Belegen und 
Verfahren zur Trennung einzelner Fraktionen wird bald ver6ffentlicht. 
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Bis jetzt sind aus verschiedenen Eiweifstoffen (Fibroin, Ela 
Gliadin, Gelatine, Globin, Casein, Ovalbumin) durch partielle Hydri 
etwa 15 verschiedene Diketopiperazine, 7 Dipeptide, 3 Tripeptide 
ein einziges Tetrapeptid dargestellt worden. 

Es ist wahrscheinlich, dafS Anhydride im Eiwei®molekiil pr: 
miert sind, und da Peptide bei partieller Hydrolyse sekundar du: 
Einwirkung von Saure eventuell bei der Esterifikation entste| 

Die Tatsache, daB man unter Anwendung von sehr wenig kin 
zentrierten hydrolytischen Agenzien, wie das bei der Trypsineinwirkwn. 
der Fall ist, Anhydride gewinnen und schlieBlich das Eiweif vo! 
stindig bis zu Aminosiuren abbauen kann, wenn Fermente zug: 
sind, eréffnet die Méglichkeit einer katalytischen Spaltung der Protein, 
entweder mit Hilfe von Fermenten bei Bruttemperatur oder bei A»- 
wendung von ganz schwachen Sauren oder Alkalien ohne Ferment: 
aber unter Einwirkung von erhéhter Temperatur, etwa im Bereicly 
von 150° bis 180°. 

Es hat sich herausgestellt, daB simtliche EiweiBkérper bei dr-i- 
bis sechsstiindigem Erwairmen im Autoklaven bei 180° mit 0,5- bis 
1proz. Salzsiure sich bis zum abiureten Zustand spalten und i: 
Hydrolysat geben, welches hauptsichlich aus Anhydriden besteh', 
indem die Menge der Aminoséuren eine verhaltnismaBig geringe is 
allem Anschein nach sind diese Aminosiiuren als Spaltungsproduk: 
der sich primar bildenden Diketopiperazine aufzufassen. 

Um die Spaltungsprodukte bei der autoklaven Hydrolyse, eventil! 
Katalyse, zu untersuchen, haben wir im Laufe der letzten Jahre das 
Katalysat eines Keratins (Ginsefeder) studiert und ein neues Ver 
fahren zur Trennung von Anhydriden ausgearbeitet, welches erlaubt, 
mit weniger Umstinden eine Reihe von Spaltungsprodukten der par- 
tiellen Hydrolyse der EiweiSstoffe aufzufinden, als das bisher di 
Fall war. 

6000 g Gansefedern wurden mit 1 proz. H Cl im Autoklaven sech- 
Stunden lang bei 180° erhitzt. Fast alles war in Lésung gegange. 
Das Reaktionsprodukt ist nur schwach gelblich gefarbt und gi!) 
keine Biuretreaktion. —__ 

Katalysat wurde andauernd mit Ather, Essigither, Chlorofor: 
und schlieBlich mit Amylalkohol extrahiert und die entsprechenden 
Extrakte der Untersuchung unterworfen. In simtliche Extrakt: 
geht gegen 50%, der zerlegten Substanz iiber. Der Atherextrakt \w- 
steht einerseits aus Kérpern, welche sich kristallinisch abscheiden 
und andererseits aus einem Sirup. Alle Substanzen des Atherextrak': 
zeigen keine Reaktionen auf Aminosiéuren (Triketohydrindenhydra' 
Kupferoxydhydrat), aber nach einer Spaltung mit HCl, eventuell 
NaOH, fallen die Reaktionen auf Aminoséuren positiv aus. Dam: 
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ist die Gegenwart der Anhydride bewiesen. Aus dem Atherextrakt 
wurden durch Fraktionierung eine Reihe von Anhydriden abgeschieden, 
gervinigt und analysiert : 

1. Leucylvalinanhydrid ; F. 272°; identisch mit dem synthetischen. 

2. Leucylvalinanhydrid; F. 261°. 

3. Leucylvalinanhydrid; F. 249°. 

4. Phenylglycylglycinanhydrid; F. 268°. 

5. Leucylprolinanhydrid; F. 230. 

6. Leucylbutalaninanhydrid, F. 287°, 

7. Anhydrid von der Zusammensetzung: C,,H,;N,O,, F. 269° 
Methylprolylprolinahydrid). 

8. Anhydrid C,,H,,N,O,;; F. 219°. 

Es ist aus zwei Diaminodicarbonsaéuren gebildet, aus COOH .CH 
.NH,.CH,.(CH,),.CH.NH,.COOH und COOH .CH.NH,.CH 
OH .(CH,),.CH.NH,.COOH. 

Die Konstitution dieses Anhydrids kann man sich folgenderweise 


vorstellen : 
)CH—(C H,),—CHOH—CH 


4 NH cO NH 
| | | | 
NH CO NH CO 


\ da_(cH,),—C8, CH 

9. Anhydrid C,,H,;N,03; F. 204°. 

Es ist aus einer Monoaminodicarbonsiure und einer Diamino- 
monocarbonsiure gebildet: COOH—CH.NH,—(CH,);—COOH und 
COOH—CH . NH,—(CH,),—CH, . NH,. 

Die Konstitution dieses Anhydrids kann man folgenderweise ver- 


anschaulichen : 
CH—(CH,),—CH, 


CO NH CO 
= l 
NH CO NH 


\ CH-(CH,),—CH, 

Nach der Abscheidung von obenerwaihnten Anhydriden hinter- 
bleibt ein Sirup, welcher nicht mehr kristallinisch erstarrt. Er zeigt 
keine Reaktionen auf Aminoséuren und besteht also aus dem Ge- 
menge von Anhydriden. Nachdem der Sirup durch Kochen wabrend 
acht Stunden mit konzentriertem HCl gespalten wurde, konnte man 
von Aminoséuren Leucin, Alanin und einen Millonkérper, der kein 
Tyrosin ist, abscheiden. 

Trotz des so energischen Eingriffs, wie es die kochende konzen- 
trierte HCl ist, konnte man, allerdings in geringen Mengen, in dem 

16* 
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Siruphydrolysat noch Anhydride auffinden (wahrscheinlich Leucy|- 
valinanhydrid und Phenylalanylglycinanhydrid), auBerdem auch ei 
bedeutende Menge des noch nicht gespaltenen Sirups, der keine freie 
Aminosiéure enthalt und aus einem Gemenge von Anbydriden beste 
Diese Anhydride sind also sehr widerstandsfahig und haben eine kom- 
pliziertere Zusammensetzung; einfachere Diketopiperazine werden von 
diesen komplexeren Anhydridbildungen abgespalten. Derartige komple xe 
Anhydride haben wir im Atherextrakt getroffen, nimlich C., Hy. N, 0. 
und C,, H,, N; Og. 

Unter den Anhydriden des Atherextrakts sind uns solche be- 
gegnet, die eine gleiche Zusammensetzung haben, namlich diejenige 
des Leucylvalinanhydrids, aber verschiedene Schmelzpunkte aufweisen. 
Wir haben es hier wahrscheinlich mit irgendwelcher Art feinerer 
Isomerie zu tun. 

Leucylvalinanhydrid mit F. 249° wurde naher auf seine Spaltungs- 
produkte untersucht. Die Hydrolyse wurde bei dieser Gelegenhvit 
in verschiedener Weise ausgefiihrt; in einem Falle wurde _,,totale 
Hydrolyse“ durch Erwirmen bei 95° mit konzentriertem HCl wahrend 
18 Stunden, im anderen Falle ,,partielle Hydrolyse“ des Anhydrids 
durch Behandeln mit konzentriertem H Cl bei 18° wihrend 72 Stunden 
bewirkt. 

Im ersten Falle hatten wir Leucin und Valin gefunden. 

Bei ,,partieller Hydrolyse“ bilden sich wesentlich andere Produkte, 
namlich die Produkte der Kondensation des Anhydrids einerscits 
und Produkte der Oxydation andererseits, 

Aus dem Anhydrid C,, HyN,0O, (Leucylvalinanhydrid) entsteht 
bei der Behandlung mit konzentriertem HCl bei 18° ein komplexes 
Anhydrid, C,,H3)N,0,, F. 286°. 


C,, Hoo NO, t C,, Hy) N20, + O, as Cre H3)N,C; t C, H,O, u FO 


Die Konstitution des komplexen Anhydrids kann man sich folgender- 
weise vorstellen : 
NH—CO—CH.C,H, 
| 


| 
OH—C CO—NH 


C,H,—C—_CO—NH 
| | 
N H—CO—CH.C,H, 
Diese Verbindung enthalt zwei Diketopiperazinringe (oder zwei 
Peptinringe, wie man sie kiirzeren Ausdrucks wegen nennen kann). 
Ein einfacheres Dipeytin ist ein sclches, in welchem Peptinring: 
unmittelbar aneinandergekniipft sind, chne Vermittlung von Methylen- 
ketten. 
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Bei partieller Hydrolyse findet man als Spaltungsprodukt kein 
Leucin, aber Valin und eine geringe Menge von Diaminotrioxypelargon- 
siure. Sie entsteht aus Leucylvalinanhydrid folgenderweise : 


Cy, Hy NO, + O; = CyH,,N,O; + 2 CO,. 


Bei dieser Gelegenheit mu man besonders hervorheben, 1. dab 
die Bedingungen der Spaltung von EiweiBstoffen, wie wir sie bei 
,partieller Hydrolyse* antreffen, wesentlich abweichen von den Be- 
dingungen der Spaltung bei ,,totaler Hydrolyse*, 2. da Diamino- 
polyoxyséuren sich aus Peptinen sekundar bilden kénnen, ohne im 
EiweiBmolekiile praformiert zu sein. 

Der Essigdtherextrakt scheidet eine kristallinische Substanz ab, 
welche bei 272° schmilzt und als Phenylalanylglycinanhydrid sich 
erwies. Auferdem enthalt diese Fraktion auch freie Aminosaureu, 
nimlich Tyrosin, Alanin, Valin und Leucin. Nach dem Entfernen 
von Aminosiéuren bleibt eine gréRere Menge Sirup zuriick, die als 
ein Gemenge von zahlreichen Anhydriden betrachtet werden mul. 
Dieser Sirup I wurde durch 12stiindiges Kochen mit konzentriertem 
HCl aufgeschlossen. Unter den Produkten dieser zweiten Spaltung 
wurden abgeschieden : 

1. Phenyldiaminobuttersaure. 


2. Diaminotridekadicarbonsaure : CH,<(oH™ po re, penny 
YY mi 2° . 


. Monoaminosiauren: Alanin, Valin, Leucin, Phenylalanin, Tyrosin. 

. Eine Reihe von noch nicht aufgeklarten Aminosiuren. 

5. Sirup IT (Anhydridgemenge). 

Nachdem Sirup IJ von Aminosauren befreit war, wurde er noch- 
mals mit konzentriertem HCl acht Stunden lang gekocht; man ge- 
langt zu stickstofffreien Substanzen, welche die Zusammensetzung 
der héheren Dicarbonsiuren besitzen. Man konnte eine Siaure: 
COOH—(CH,),,—COOH, Tridekadicarbonséure, gewinnen, welche 
ohne Zweifel durch Desaminierung der obenerwihnten Diaminotri- 
dekadicarbonsaure entsteht. 

Hier ist wichtig hervorzuheben: 1. daB aus Anhydriden durch 
Kochen mit konzentriertem H Cl Diaminosiuren entstehen, eventuell 
abgespalten werden; 2. dal} Diaminodicarbonsaéuren bei andauerndem 
Kochen mit konzentriertem HCl desaminiert werden und auf diese 
Weise sich stickstoiffreie langkettige Dicarbonsauren bilden kénnen, 
indem Ammoniak sich abspaltet. 

Der Chloroformeztrakt besteht ausschlieBlich aus Anhydriden: die 
Hauptmenge derselben ist im sirupésen Zustande vorhanden. 

Unmittelbar kristallinisch wurde Phenylalanylglycinanhydrid aus- 
geschieden. Der Gesamtsirup wird, nachdem die Chloroformlésung 
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mit Wasser ausgeschiittelt und auf diese Weise in zwei Teile getr: 
ist, also ein in Wasser léslicher (Sirup A) und ein in Wasser un\és. 
licher (Sirup B) erhalten. 

Aus dem Sirup A konnten wir in geringen Mengen folge 
Anhydride auffinden: Leucylalaninanhydrid, Leucylglycinanhydri( 

Nach der Spaltung des iibriggebliebenen Sirups A mit koch« 
dem konzentrierten HCl wurden Aminoséuren erhalten, namlich 
Alanin, Valin, Butalanin und Leucin. Aus dem Sirup B haben 
zwei Anhydride, allerdings in sehr kleinen Mengen, abgeschiede: 
1, Oxyprolylbutalaninanhydrid, F. 223°; 2. das Anhydrid C,, H,, N, (0. 
F, 252°: es wird aus Diaminododekadicarbonsiure und Diamino. 
dodekaoxy -dicarbonsiure gebildet. Seine Konstitution kann 1 
sich wié folgt vorstellen: 


CH—(CH,), CH,—CH 


J | 
CONH CO NH 
| | 
NHCO NH CO 
» ie ee, 
CH—(CH,),—CHOH—CH/% 


Der iibriggebliebene Sirup B gibt nach dem Kochen mit konzen. 
triertem HCl Aminosiuren, namlich: Leucin, Valin, Serin, Prolin und 
eine Anzahl von noch nicht aufgeklirten Aminosiuren. 

Der amylalkoholische Extrakt ist ein Sirup, welcher durch Aus. 
schiitteln mit Wasser in zwei Teile getrennt wird. Der in Wasser lésliche 
Teil (Sirup A) enthalt eine Anzahl von freien Aminosaiuren, namlich 
Tyrosin, Butalanin und einige noch nicht aufgeklirte Amino-, Diamino- 
und Oxyaminosiiuren. Auferdem begegnen wir in dieser Fraktion 
stickstoffhaltigen und stickstofffreien Sauren, welche griine, aber 
keine blauen Kupfersalze bilden, mit dem Kupfergehalte von 2,5 
3,5% und 63%, die also ein hohes Molekulargewicht besitzen. ['s 
bleibt ein Sirup tibrig, der die Hauptmenge der Fraktion ,,Sirup \° 
ausmacht, und von Aminosauren frei ist.. Nachdem er aber durch 
18stiindiges Kochen mit 25proz. H,SO, gespulten war, konnten wir 
die Gegenwart folgender Substanzen nachweisen. 

1. Anhydride mit F. 276° (Phenylalanylglycinanhydrid) und mit 
F. 269° (Leucylvalinanhydrid). 

2. Aminosiuren: Leucin, Valin, Butalanin, Glykokoll, Prolin. 

3. Stickstofffreie Sauren: Bernsteinsiure, Suberinsiure, Dodeka- 
dicarbonsiure: COOH—(CH,),,—CO OH. 

4. Eine Anzahl von Diamino- eventuell Oxyaminosiuren, welche 
griine Kupfersalze geben und deren Natur noch ungeklart ist. 

5. Sirup, welcher keine Aminosiuren mehr enthalt (Sirup A I] 
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Dieser Sirup All wurde nochmals mit 20proz. H,SO, acht 

unden lang gekocht. Jetzt konnte man folgende Spaltungsprodukte 
iweisen : ; 

1. Aminoundekadicarbonsaure : COOH—(CH,),—CH.NH,—COOH. 

2. Aminothioessigsaure. 

3. Eine Anzahl stickstofffreier Sauren. 

Die Hauptmenge des Sirups A bestand aus anhydridartigen Sub- 
stanzen, welche anscheinend sehr resistent gegen die kochenden 
Sauren sind. Sie sind viel komplexer gebaut als die einfachen An- 
hydride, welche von ibnen herstammen, eventuell abgesprengt werden 
konnen. 

Kinfache Anhydride, Verbindungen mit einem einzigen Diketo- 
piperazin- eventuell Peptinringe, spalten sich durch kochende -Sauren 
unter Bildung von Aminosiuren. Aber parallel kommt auch eine 
Desaminierung zustande, welche in erster Linie Aminodicarbonsauren 
und Diaminosiuren betrifft. Diaminosiuren und Oxyaminosiuren 
kénnen auch unmittelbar durch unvollstandige Sprengung und Oxy- 
dation von Peptinen entstehen. 

Sirup B, welcher beim Ausschiitteln mit Wasser ungelést bleibt, 
enthalt viel Stickstoff und Schwefel. In dieser Fraktion hauft sich 
der gesamte Schwefel des Keratins an. Trotz vieler Miihe ist es bisher 
nicht gelungen, irgendwelche faBbaren Substanzen daraus zu gewinnen. 
Nach dem Kochen des Sirups mit konzentriertem HCl, eventuell mit 
2sproz. H,SO,, konnten wir keine Anwesenheit von Aminoséuren 
konstatieren; tiberhaupt gingen auch nach Hydrolyse nur auBerst 
geringe Mengen des Sirups in Lésung, in welcher man nur Thicessig- 
siure und Spuren von Buttersiure und Valeriansiure nachweisen 
konnte. Die Hauptmasse bleibt, wie zuvor, als ein schwefel- und 
stickstoffhaltiges leichtes Ol zuriick. 

Untersuchung des mit Extraktionsmitteln véllig erschépften Kata- 
lysats. Nach dem Entfernen von HCl und Einengen bekommt man 
einen Sirup, welcher keine kristallinischen Abscheidungen liefert. Bei 
Behandlung mit Alkohol fallt ein Niederschlag aus, der aus einem 
Gemenge von Aminosiuren besteht, namlich: Butalanin, Leucin, 
Tyrosin, Phenylalanin, Glykokoll, Alanin, Valin. AuBerdem sind hier 
auch einige noch nicht véllig aufgeklarte héhere Aminosauren vor- 
handen, unter ihnen z. B. Aminosuberinsiiure und Oxydiamino- 
azelainsiure. 

Das Filtrat von diesem aminosiurehaltigen alkoholischen Nieder- 
schlag hinterlaBt nach dem Einengen wieder einen Sirup, welcher 
die iiberwiegende Masse der ganzen Fraktion ausmacht. Dieser Sirup 
ist noch aminosiurehaltig. Behandelt man die wisserige Lisung des 
Sirups mit Cu(OH),, so enisteht eine blaulichgriin gefirbte Lésung, 














248 W. 8. Ssadikow u. N, D. Zelinsky: 


welche nach dem Einengen keine kristallinische Abscheidung g:\)t 
sondern nur einen kupferhaltigen Sirup. Lést man diesen Siruy) in 
Alkohol und versetzt die Lésung mit drei bis vier Volumen Essig. 
ather, so scheidet sich ein blauer Niederschlag ab, welcher sich als 
Leucinkupfer herausgestellt hat. AuBerdem kénnen wir auch stick. 
stofffreie Sauren abtrennen, wie z. B. Tetradekadicarbonsiure: CO (H 
—(CH,),,—COOH. 

Nachdem der Sirup auf diese Weise vollstandig von Aminosiuren 
und Dicarbonsauren befreit war, wurde er durch mehrstiindiges Kocher 
mit 25proz. H,SO, aufgeschlossen. Es ist auffallend, daB nach diese 
nochmaligen Hydrolyse des Sirups, der die Hauptmenge der ganze 
Fraktion ausmachte, keine Aminosiuren angetroffen sind. Man kann 
jedoch eine Anzahl von stickstofffreien Siuren ausscheiden, namlich 
Oxalsiure, Propionsiure, Azelainsiure, Undekadicarbonsiure: CO OH 
—(CH,),—COOH, Heptadekadicarbonsiure: COOH —(CH,),,—COOH 
Es liegt vollige Desaminierung der hydrolytischen Spaltungsprodukt: 
des Sirups vor. 

Auf Grund des umfangreichen hier vorliegenden Materials tiber 
die Spaltungsprodukte der EiweiBstoffe, welche bei einer Druck- 
hydrolyse eventuell -Katalyse entstehen, kann man folgende Schluii 
folgerungen entwickeln: 

1. Die Menge der freien Aminosiuren ist verhaltnismaBig gering 
im Vergleich mit der Menge der Anhydride. Freie Aminosauren sind 
wahrscheinlich durch Spaltung von im Katalysate in erster Linic 
auftretenden Anhydriden gebildet. 

2. Zwischen Anhydriden kann man ,,einfache* Anhydride mit 
einem einzigen Peptinring (Diketopiperazinring) und ,,komplexe™ 
Anhydride mit mehreren Peptinringen (Dipeptine, Polypeptine) 
unterscheiden. Solche Polypeptine kann man als Substanzen be- 
trachten, von welchen die einfachen Anhydride, wie sie bei Katalyse 
der Eiwei8stoffe zum Vorschein kommen, abstammen. Polypeptine 
sind im Eiwei8molekil praformiert. 

3. AuBer Peptinen und Aminosiuren finden sich unter den 
Spaltungsprodukten des Katalysats héhere Dicarbonsiuren, die durcli 
Desaminierung von entsprechenden Diamino- und Aminosiuren ent- 
stehen. Diamino- eventuell Diaminooxysiiuren kénnen sich aus An- 
hydriden unmittelbar herleiten. Die Gegenwart von héheren stick- 
stofffreien Saéuren ist von dem Standpunkte von Wichtigkeit, da 
sie die Konstitution einiger komplexer Anhydride naher aufkliren 
und die unmittelbare Méglichkeit einer Umwandlung von EiweiB in 
Fettsiuren, sowie eine Umwandlung von EiweiB in Zucker durch 
Vermittlung der Polyoxysaéuren eréffnen. 
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4. Die Konstitution des Eiweifmolekiils ist demnach keine poly- 
peptidartige, wie es H. Fischer sich vorstellte, sondern wir haben es 
mit einem System von Ringen zu tun, unter welchen die Peptin- 
ringe eine dominierende Stellung einnehmen und durch lange Methylen- 
ketten zusammengehalten werden. Solche Systeme schlagen wir vor 
als Polypeptine zu bezeichnen. Der Wasserstoff der Methylengruppen 
kann durch OH- eventuell NH,-Gruppen substituiert werden oder 
von einem Peptin- eventuell Polypeptinrest, wodurch das Molekil 
bestandig weiter kompliziert wird. 


‘ea 
JOR OWAOM « 6660.40. ¢.OH—C.NH,—CH—CH 
by 
O NH CO NH 
| er 
NH CO NH CO 
\d . ale 
{oe ae, Se eee CH—CH _CH—CH 
Rak; l 


An die Seitenketten kénnen sich Benzol-, Pyrrolidin-, Imidazol- 
Indol- und andersartige Ringe anschlieBen. 

Die eingehendste Untersuchung der Produkte der katalytischen 
Spaltung verschiedenster EiweiBkérper muB man als niachste und 
wichtigste Aufgabe der EiweiBchemie betrachten. 

Zur besseren Trennung und Charakterisierung von Anhydriden 
ist es notwendig, ein griindliches Studium von allerlei Derivaten und 
Umwandlungsprodukten synthetisch dargestellter Anhydride voraus- 
zuschicken, und schlieBlich die Synthesen von komplexeren Anhydriden, 
von sogenannten Di- und Polypeptinen vorzunehmen; dann kann man 
erfahren, inwieweit auf diesem neuen Wege die Konstitution — des 
KiweiBmolekiils aufzukliren ist. 














Ein unstetiger Ionenaustausch zwischen Blutkérperchen 
und Phosphatpuffergemischen steigender Wasserstoffionen 
konzentration. 


Von 
Christian Kroetz. 
(Aus der Medizinischen Klinik Greifswald.) 
(Eingegangen am 27. Dezember 1922.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Straub und Meier!) haben mit der von ihnen angegebenen Methoi: 
der Titration mit Kohlensiure im Puffergemisch die [onenwanderungen 
verfolgt, die mit zunehmender H-Konzentration zwischen Suspen- 
sionsfliissigkeit und Blutkérperchen stattfinden, und haben hier}: 
eine Unstetigkeit dieser lonenverschiebung festgestellt. Die unter dem 
Einflu8 der Ionenwanderung auftretende Reaktionsinderung, di: 
zunachst einen stetigen Verlauf nimmt, wird beim Erreichen eine: 
bestimmten py, welche fiir die im Versuch gewahlten Anionen wni 
Kationen, fiir die betreffende Blutart und fiir die herrschende Temyv- 
ratur weitgehend charakteristisch ist, unstetig und schreitet erst nach 
der Bindung von 1 Mol Saéure pro Mol Hamoglobin der Suspensions- 
fliissigkeit in der vorigen stetigen Weise weiter. Die Wichtigkeit diese 
Feststellungen, die mit der iiblichen Auffassung der in Betracht 
kommenden EiweiBkérper als Ampholyte nicht in Einklang zu bringen 
waren und als Ausdruck eines zuniachst stetig, dann unstetig verlaufenden 
Entladungsvorgangs gedeutet wurden, lie} es wiinschenswert «1 
scheinen, in einem anderen Puffergemisch die mit der Anderung der 
H’-Konzentration verbundenen Ionenwanderungen zu verfolgen; in 
den nachstehenden Untersuchungen wurden Phosphatgemische gewihl'. 

Serumfrei gewaschene Blutkérperchen werden in  Phosphat- 
puffergemischen verschiedener H’-Konzentration aufgeschwemmt. Di: 
Py der anfainglichen Lésungen und der Fliissigkeiten, die nach 15minut 
lichem Kontakt zwischen Blutkérperchen und Suspensionsmittel durc): 
Auszentrifugieren der Blutkérperchen und Abpipettieren der tibet 
stehenden Lésung gewonnen werden, wird mit der Indikatorenmethod: 
bestimmt (nach Sérensen). Versuchstemperatur 17 bis 18°C. 


1) H. Straub und Kl. Meier, diese Zeitschr. 90, 305, 1918; 98, 205 und 
228, 1919; 111, 45, 1920. 
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Die Anordnung war im einzelnen die folgende. GréBere Mengen Rinder- 
bluts wurden bei der Schlachtung in GlasgefaBen aufgefangen, sofort durch 
Riihren mit einem Holzstab defibriniert und spiiter durch eine diinne 
Gaze koliert. Abzentrifvigieren des Serums, dreimaliges Avfswaschen mit 
0,9proz. Kochsalzlésung. Je 0,5 bzw. 1,0 cem des bis zu annithernder Volum- 
konstanz zentrifugierten Blutkérperchenbreies wurden mit Mikropipetten 
in je 1,5ceem der Phosphatgemische verschiedener p,, gebracht, welche 
inzwischen in reich gestuften Reihen (meist zwischen p,, 3,85 und 6,00) 
vorbereitet waren. Zu deren Herstellung wurden fiir jedes p,, 10 ccm 
Lésung aus den Stammldsungen jedesmal frisch hergestellt und hiervon 
1,5 cem mit Mikropipette in kleine Reagenzgliischen von anfangs 5, spiiter 
7mm lichter Weite abgemessen. Als Stammlésungen waren '/, molare 
Lésungen von H, PO, (aus 1/, molarer Lésung von Kahlbaum), von Na,HPO, 
aas ,,Natriumphosphat zu Enzymstudien nach Sérensen** von Kahlbaum) 
sowie von NaH,PO, (durch Mischen gleiches Mol von H,PO, und 
Na,HPO,) hergestellt worden. Der Gefrierpunkt der NaH, PO,-Lésung, 
die in den Gemischen 90 bis 99,9 vom Hundert ausmachte, betrug 4 = — 0,565, 
derjenige der H,PO,-Lésung / = — 0,405, derjenige der Na,HPO,- 
Losung J um —0,73 (bei der Bestimmung Spuren Ausfallung). Die Ab- 
weichung beider letztgenannter Lésungen von der Blutisotonie konnte 
wegen des geringen Anteils, den sie in den zur Untersuchung verwendeten 
Gemischen ausmachten, vernachliassigt werden. Nach guter Durchmischung 
von Blutkérperchenbrei und Suspensionsmittel wurden die Gliischen 
15 Minuten stehen gelassen, dann scharf zentrifugiert, hierauf je 1 cem der 
iiberstehenden Fliissigkeit mit Mikropipette in die genau kalibrierten oben- 
genannten Reagenzgliischen abgemessen. In ebensolche Gliaschen sind 
inzwischen aus den Sérensenschen MeSpufferlésungen') und nach den 
Sérensenschen Kurven reich gestufte Reihen verschiedener, bekannter p,, 
(Abstand der p,, 0,1 bis 0,05), je 1 cem Gemisch mit Mikropipetten her- 
gestellt, frisch zubereitet worden. Es erfolgt die Messung der p, unter 
Anwendung der von Sérensen angegebenen Indikatoren; die Reaktions- 
bestimmung in den Endlésungen geschah nur mit Methylrot. 

Die Durchfiihrung der Versuche, insbesondere die genaue Messung 
der py, war durch die Fehlerbreite der Indikatorenmethode sowie durch 
fast unvermeidbare Spuren von Himolyse in den abpipettierten Suspen- 
sionsfliissigkeiten erschwert; die Versuche ergaben aber, dai trotz der 
methodischen Mangel der angewendeten p,,-Bestimmung gerade an den 
wesentlichen Punkten der ermittelten Kurven einwandfreie Ergebnisse 
erreichbar waren. Durch die dichte Setzung der Glaschen waren die p,,- 
Werte in den Endfliissigkeiten meist nur um py, 0,02 bis 0,05 voneinander 
entfernt, so daB gerade Folge und Stufung der End-p,, mit recht grofer 
Scharfe ablesbar war. Besonders fiir die in der zu berichtenden Unstetigkeit 
gelegenen Gliaschen konnte mit Sicherheit die gleiche p,,; festgestellt werden. 
Voraussetzung freilich war méglichstes Fehlen auch nur spurweiser Hiamo- 
lyse in den Endfliissigkeiten. Alle Punkte und Kurven, die an deutlich 
heligelb verfiirbten Endfliissigkeiten ermittelt waren, blieben bei der Aus- 
wertung unberiicksichtigt, auch wenn sie dem in einwandfreien Versuchen 
gefundenen Kurvenverlauf folgten. So schied nachtriglich eine groBe 
Anzahl von Kurven aus. Zwischen p,, 6,10 und 7,00 mubte auf die Aufnahme 
von Kurven verzichtet werden, weil die sehr zarten Farbstufungen der in 


1) Sérensen, Ergebn. d. Physiol. 12, 393, 1912. 
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diesem Bereich von Sérensen angegebenen Indikatoren so geringe Unter iwise 
schiede der Py, wie sie in diesen Versuchen in Betracht kamen, nicht a). i te! 
zulesen gestatteten. adsor 

Die Versuchsprotokolle sind im Anhang wiedergegeben. Tiera 

Im ganzen untersuchten ;,,-Bereich wird durch den zwisclen Ice" 
Blutkérperchen und Dispersionsmittel ablaufenden Ionenaustausc) "te" 
der Sauregrad des Dispersionsmittels abgeschwicht. Die End-p, Jit V' 
nach erfolgtem Austausch abgelesen, ist héher (basischer) als die Ay | 
fangs-p, (Abb. 1). In der Abbildung sind auf der Abszisse die Anfanos. JB ge 
werte der py, auf der Ordinate die Endwerte der py abgetragen. Hine JB Blu’ 
im linken Teil des Koordinatensystems eingezeichnete Gerade verbindet I 


die in den Versuchen gewahlten Anfangswerte der Py. Die rechts von Roe 
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ihr verlaufenden Kurven sind durch die im Versuch ermittelten 5,4 
Endwerte der p,, gelegt. Aus dem verschiedenen Abstand der Kurven Bi 

von der Geraden ist ersichtlich, daB die Reaktionsverschiebung in bi 
den einzelnen Versuchen wechselnd stark ist; sie ist abhangig vom iy 
Mengenverhiltnis der Blutkérperchen und des Dispersionsmittels z1- Sel 
einander sowie von der herrschenden Ionenadsorption an die Ober. ats 
flache der verwendeten Blutzellen. Mit zunehmender Zahl der Blut- om 
kérperchen wachst fiir ein bestimmtes Anfangs-p, die zugehériye die 
Abnahme des End-p,,, wie dies aus den Kurven 8 und 8a hervorgeht. Be 
deren Versuchsanordnung sich nur durch eine doppelte Menge Erythro- len 
zytenbreies in 8 gegeniiber 8a unterscheidet. Kleinere Unterschiede Ps 
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zwischen den einzelnen Versuchen zustande, dafs der Grad der Ab- 
trennung der Waschflissigkeit wechselt. Die verschiedene lonen- 
adsorption der verwendeten Blutkérperchen ist, fiir eine bestimmte 
Tierart, vorwiegend von der CO,-Spannung abhangig, bei der Koérper- 
chen und Serum getrennt werden. Deren durch wechselnde Anteile 
arteriellen und venésen Blutes bedingtes Schwanken duBerte sich schon 
in verschiedener Farbung der einzelnen Blute. 

In besonders darauf gerichteten Versuchen wurde der Einflu8 
groberer Unterschiede der CO,-Spannung bzw. der O,-Spannung des 
Blutes verfolgt, hervorgerufen durch langere Vorbehandlung des be- 
treffenden Blutes mit CO, bzw. O,. Es zeigte sich dabei in den mit 
CO, geschiittelten Blutproben eine erhebliche Verminderung des Aus- 
mabes der ablaufenden Reaktionsverainderung, so dab die entsprechenden 
Kurven 7b und 8c auf der alkalischen Seite der Kurvenschar in Abb. 1 
selegen sind. Der Unterschied gegeniiber der Kurvenlage des zuge- 
horigen gewohnlich vorbehandelten Blutes (Kurve 7 und 8) ist sehr 
deutlich. Im entgegengesetzten Sinn beeinfluBt, nach der sauren Seite 
der Kurvenschar verschoben, erweist sich das mit O, durchstrémte 
Blut, dessen Reaktionsverinderung ein besonders grobes Ausmaf 
erreicht und durch Kurve 7a dargetan wird. 

Innerhalb ein und desselben Versuchs sind hingegen alle be- 
sprochenen Faktoren konstant. Trotzdem ist in den Versuchen 1, 2, 3, 
4, 5, 6, 7, 8, 8a (die Kurvenbenennung in den Abbildungen entspricht 
derjenigen in den Protokollen) der Kurvenverlauf kein stetiger. Im 
Versuch 4 gehort z. B. den wenig sauren Anfangswerten der p,, zwischen 
5,80 und 5,50 eine gleichmaBige Erhéhung der End-p,, von 5,97 bis 
nach 5,80 zu. Nach dem Erreichen der letzteren p,, aber tritt zunachst 
keine weitere Zunahme der End-p,, auf, obwohl die Anfangsreaktion 
gleichmaBig fortschreitend auf p,, 5,45 und 5,36 herabgesetzt wurde. 
Dann aber bei weiterschreitender Sauerung der Anfangsreaktion erfolgt 
wieder eine stetig fortschreitende Anderung der End-p,, nach 5,60 und 
5,45 hin. Die Unstetigkeit der Kurve liegt in vier Versuchen bei 5,80, 
in je zwei Versuchen bei 5,78 und 5,82, bewegt sich also innerhalb der 
von Sérensen angegebenen Fehlerbreite der Indikatorenmethode um 
5,80 p,,. Es sei hier nochmals betont, da diesem methodisch gegebenen 
Schwanken der absoluten Werte keine ebensolche Streuung der rela- 
tiven p,-Werte der im Kurvenknick gelegenen Glischen untereinander 
entsprach. Ihr p, untereinander war gleich; dabei veranlaBte gerade 
die Subjektivitat der Ablesung zu sehr kritischer Kinstellung bei der 
Bewertung der Farbengleichheit; nur dann, wenn bei mehreren Ab- 
lesungen sich der Eindruck der Farbengleichheit wiederholte, wurde 
ein gleiches p,, angenommen. Durch die Zahl der Beobachtungen, 
durch Doppelbestimmungen (Versuch 6) und durch Parallelversuche 
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(8 und 8a) erscheint der beschriebene unstetige Kurvenverlauf gesic] 
Freilich stehen diesen acht Versuchen fiinf andere gegeniiber, in ci 
keine Unstetigkeit gefunden wurde. In den Protokollen sind sie d 
Nr. 9 und 10 vertreten, in den Abbildungen durch Kurve 9. 

Die Frage, warum der Kurvenknick in einer Minderzahl von \ 
suchen ausblieb, war Gegenstand besonderer Nachforschungen. 
die in Betracht kommenden fiinf stetig verlaufenden Kurven ziem 
nahe um Kurve | liegen, konnte das von vornherein wenig wa 
scheinliche Vorliegen etwaiger starker Abweichungen der herrschen<| 
lonenadsorption bei Versuchsbeginn abgelehnt werden. Die Kury« 
der Reaktionsinderung von Blutproben, die langere Zeit mit O, |, 
CO, behandelt worden waren, zeigen die besprochene extreme [ay 
auf der sauren bzw. auf der alkalischen Seite der Kurvenschar 
Abb. 1 (Kurve 7a bzw. Kurven 8e und 7b). Hingegen ergab sich 
die Vermutung, es sei das Ausbleiben des Kurvenknicks auf stiarke 
mechanische Schidigungen der Blutkérperchen beim Defibriniere: 
zuriickzufiihren, eine gewisse Unterlage; wurde in einem Paralle! 
versuch eine Blutprobe 30 Minuten lang mit Glasperlen geschiitte! 
und dann wie sonst gewaschen und weiter behandelt, so verlief dic~ 
Kurve ohne Unstetigkeit, wihrend das zugehérige gewohnlich ve 
arbeitete Blut ihn an normaler Stelle zeigte (Versuch 8b bzw. 8 und 8a 
Leider waren im Versuch 8 die Anfangswerte des p, nicht geniigen( 
weit nach der sauren Seite ausgedehnt, so daB nur die erste Hitt: 
des Knicks dargestellt ist. Da® die Unstetigkeit in dem unbeeinflulit«: 
Blut in typischer Weise vorhanden ist, geht aber weiterhin aus Versuch 
und Kurve 8a hervor, die fiir eben dieses Blut bei halbem Zellgehat 
der Suspension gewonnen sind. 

Die Reaktionsverschiebung, die in dem Dispersionsmittel nach 
dem Kinbringen der Blutkérperchen stattfindet, ist durch die En! 
fernung saurer Valenzen aus dem Dispersionsmittel bedingt. Als Za): 
der Valenzen ist in den Versuchsprotokollen und in den Abb. 2 und 3 
mit Riicksicht darauf, daB die Reaktionsmessungen stets in 1 cem «es 
Suspensionsmittels durchgefiihrt sind — die um das Zehnfache ver- 
mehrte Menge von Kubikzentimetern einer m/6 Mononatrium- 
phosphatlésung angegeben, die in 1 ccm eines m/6 Phosphatpuffe 
gemisches von jeweiliger p, enthalten ist. Die fiir p,-Werte unter 
4,40 gebrauchten Zusatze von H, PO, zu NaH, PQ, sind doppelt gezali' 
und in der Gesamtzahl der sauren Valenzen zu der Menge des NaH, P(), 
addiert. Tragt man in einem neuen Koordinatensystem (Abb. 2) au! 
der Abszisse die End-p,, auf der Ordinate die Menge der sauren Va 
lenzen ab, die in der Anfangsfliissigkeit bei Versuchsbeginn berei' 
gestellt werden miissen, um in der Suspensionsfliissigkeit nach erfolgtem 
lonenaustausch die entsprechende (im Versuch gemessene) End-p, 7'' 
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rziclen, so erhalt man eine Kurvenschar wie in Abb. 2. In der Abb. 2 
st ferner eine durch wiederholte Messungen gewonnene Eichkurve £ 
invezeichnet, welche die bei der direkten Herstellung einer jeden 
inzelnen End-p,, benétigten sauren Valenzen anzeigt; ihr Verlauf ist 
on demjenigen der Sérensenschen MefBkurve etwas verschieden, wobei 
ffenbar die verschiedene Molaritaét (hier m/6, Sdrensen m/15) sowie 
lie Verwendung des primiren Natrium- statt des primaren Kalium- 
salzes eine Rolle spielt. 




















80 
60 
40 
20 
10,00 
80 
6 
, 0 
iN 40 
Ny 
~ 20 
N\ 
“eo 
& 80 
L 
S 60} 
% 
S 4b 
$ | 
20 | 
| } | 
8,00 | | 
620 600 580 560 540 520 
L£nd- Ry 
Abb. 2. 


Aus der Abb. 2 ist fiir die unstetigen Kurven die plétzliche, sprung- 
hafte Zunahme der bereitzustellenden sauren Valenzen der anfinglichen 
Suspensionsfliissigkeit, wie sie im Knick stattfindet, ohne weiteres 
abzulesen. Nachdem zunichst die steigend zugegebenen sauren Va- 
lenzen eine stetig zunehmende Sauerung der Endreaktion herbeigefiihrt 
hatten, halt bei p, 5,80 die Reaktionsverschiebung ein; die vorher 
gleichmaBige Adsorption von sauren Valenzen an die Blutkérperchen 
nimmt sprunghaft zu, und erst nach dem Erreichen eines gewissen 
Betrages dieser sprunghaften Mehradsorption werden die dariiber 
hinaus zur Verfiigung gestellten sauren Valenzen wieder in kleinerem 
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Ausmafe adsorbiert, was sich in der nunmehr stetig weiterschreitenden 
Sauerung der Endreaktion kundgibt. 

In Abb. 2 ist weiterhin zwischen Eichkurve und jeder einzelnen 
Versuchskurve ein laingliches nach oben und rechts sich erweiterndes 
Feld zu beobachten. Wenn vereinfachenderweise die sehr verwickelten 
[onenverschiebungen, welche der Reaktionsverschiebung zugrunde 
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liegen, als der Ausdruck einer stattfindenden Umwandlung saurer 
Valenzen des Monophosphats in basische Valenzen des Diphosphats 
angesehen werden diirfen, so entspricht die raumliche Ausdehnung 
des genannten Feldes der Gesamtmenge der in basische umgewandelten 
sauren Valenzen. Der fiir jeden einzelnen Versuchspunkt einer Kurve 
ablesbare Ordinatenabstand von dem zugehérigen Wert der Kichkurve 
gibt dann die Zahl der in diesem Punkt aus dem Dispersionsmitte! 
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verschwundenen, an die Blutkérperchen gebundenen sauren Valenzen 
an. Der wohl ebenfalls ablaufende Austausch von PO,-lonen der 
Suspensionsfliissigkeit gegen Cl-Ionen der Blutkérperchen ist in diesen 
Versuchen nicht quantitativ verfolgt worden. Entsprechend der 
groBeren Dissoziationskonstante der HCl werden die in die Suspensions- 
flissigkeit iibertretenden Cl-Ionen bis zur Absittigung Alkali in Be- 
schlag nehmen, und demgemaB wird die Endreaktion dennoch vor- 
wiegend von dem Verhiltnis des primiren zum sekundiren Phosphat 
innerhalb der Endfliissigkeit abhingig bleiben. 

Werden die aus Abb. 2 abgelesenen Bindungswerte (sie wurden 
in einer Abbildung stark vergréBerten MaBstabes genau bestimmt) 
in einem neuen Koordinatensystem auf der Ordinate, die zugehérigen 
Endwerte der p,, auf der Abszisse abgetragen, so gibt die Abb. 3 einen 
Uberblick iiber die unter obiger vereinfachender Annahme errechneten 
quantitativen Verhiltnisse des sich abspielenden lonenaustausches 
zwischen Kérperchen und Suspensionsfliissigkeit. Die Kurven der 
Abb. 3 zeigen die bereits an Hand der Abb. 1 erérterten Unterschiede 
in der Héhenlage. Die Verminderung der Zellzahl in Versuch 8a auf 
etwa die Halfte der in Versuch 8 verwendeten aubert sich in der wesent- 
lich tieferen Lage der Bindungskurve 8a gegeniiber 8. Sehr ausgepriagt 
ist auch der Unterschied der erhéht verlaufenden Kurve des mit O, 
durchstrémten Blutes (Kurve 7a gegeniiber 7). Sie ist in Zusammenhang 
zu bringen mit der verminderten Adsorption von CQ,-Ionen in diesem 
Blute. Da hier die im gewoéhnlich vorbehandelten Blut obwaltende 
Konkurrenz von erster Dissoziationsstufe der Kohlensiure mit zweiter 
Dissoziationsstufe der Phosphorsiure zugunsten der letzteren verschoben 
ist, erfolgt eine wesentlich starkere Bindung saurer Valenzen; auBerdem 
diirfte die Anderung der Alkaliadsorption an die Zelloberfliche eine 
Rolle spielen, welche bei der Verminderung der CO,-Spannung durch 
die zwischen Blutkérperchen und Serum stattfindende Ionenver- 
schiebung auftritt. AuBerordentlich gering ist der Lonenaustausch, 
welcher in den mit CO, vorbehandelten Blutproben zwischen Zellen 
und Suspensionsfliissigkeit beobachtet wird (Kurven 7b und 8c gegen- 
iiber den Kurven des zugehérigen Normalbluts 7 und 8). Erst mit 
zunehmend saurem p,, steigt die Bindung saurer Valenzen an, offenbar 
unter dem Einflu8 der fortschreitenden Zuriickdrangung der ersten 
Dissoziationsstufe der Kohlensiure durch die itberhandnehmende erste 
Dissoziationsstufe der Phosphorsiure. In diesen beiden Kurven findet 
sich im verfolgten Bereich kein Knick. 

In den unstetig verlaufenden Kurven | bis 8 zeigt die Abb. 3 den 
sehr ausgesprochenen Unterschied gegeniiber der stetigen Kurve 9. 

In allen Bindungskurven der Abb. 3 liegen die Punkte etwas mehr 
gestreut als in den entsprechenden Darstellungen der Abb. 1 und 2. 
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Der Grund ist einmal in ihrer indirekten Gewinnung, die sich wesent}\ | 
auf der empirisch ermittelten Eichungskurve HE der Abb. 2 aufbaut 
zum andern und wohl wesentlichen Teil in dem Umstande zu finden 
daB sie unter vereinfachender Annahme konstruiert sind und so za; 
ein gutes Vergleichsbild der Bindungsverhiltnisse in den einzelnen 
Versuchen untereinander, weniger aber eine absolute Darstellung cer 
ablaufenden Adsorptionsvorginge geben kénnen. 

Gefunden wurde somit in den berichteten Versuchen eine Unstetig. 
keit der Reaktionsainderung, die in der Suspensionsflissigkeit als Folg: 
der zwischen Blutkérperchen und Phosphatgemischen stattfindenden 
Ionenwanderung auftritt (Abb. 1). Gefunden wurde ferner eine unstetig 
Zunahme der sauren Valenzen, die in der Anfangsfliissigkeit bercit. 
gestellt werden miissen, um ein bestimmtes End-p,, zu erzielen (Abb. 2 
Erschlossen wurde hieraus eine unstetige Bindung saurer Valenzen 
an die Blutkérperchen (Abb. 3); diese Bindungswerte sind wahrschein- 
lich nur Naherungswerte, da sie unter der vereinfachenden Annahme 
bestimmt wurden, daB die Reaktionsverschiebung als der Ausdruck 
einer alleinigen Umwandlung saurer Valenzen des Monophosphats in 
basische Valenzen des Diphosphats angesehen werden kann. Keine 
direkte Auskunft gaben die Versuche iiber die dringende Frage, ob 
mit der lIonenverschiebung eine Ladungsinderung verbunden sei 

Treten wir an eine Deutung der vorgelegten Ergebnisse heran 


so erhebt sich vor allem die Frage, in welchem Zusammenhang (ic 
gefundene Unstetigkeit des Ionenaustauschs zwischen Blutkérperchen 
und Phosphatpuffergemischen mit der von Straub und Meier!) be- 
schriebenen, eingangs erwaihnten Unstetigkeit der Kohlensaiurebindungs- 


kurve steht. 

Die Unstetigkeit lag bei dem von Straub und Meier verwendeten 
Verfahren der Titration mit CO, im Puffergemisch bei p, 6,67, wenn 
die Blutkérperchen in isotonischer Kochsalzlésung suspendiert waren 
Das p,. bei welchem die Unstetigkeit des Kurvenverlaufs eintritt. ist 
aber nach den Untersuchungen von Straub und Meier vom Elektrolyt- 
gehalt der Suspensionsfliissigkeit, von der Blutart, von der Versuchs- 
temperatur weitgehend abhingig. Alle drei Faktoren liegen in den 
vorliegenden Versuchen anders als in denen von Straub und Meicr 
Durch diese Unterschiede liBt sich die wesentlich saurere Lage de1 
Unstetigkeit, bei p, 5,80, erkliren. Im einzelnen ergibt sich, daB das 
PO,-lIon die Unstetigkeit nach der sauren Seite verschiebt, wie es fiir 
die CQO,-Bindung an ein anderes Kolloid, an das Himoglobin, Straw) 
und Meier*) berichtet haben (Verschiebung von p,, 7,00 nach p,, 6,80) 


1) Straub und Kl. Meier, 1. c. 
2) Dieselben, diese Zeitschr. 90, 306, 1918. 





sentlich 
wfbaut 
find Nn. 
SO ZWar 
nzelnen 
Ing der 


nstetig- 
is Folge 
denden 
istetige 
bercit- 
Lbb. 2) 
alenzen 
schein- 
nahme 
sdruck 
lats in 
Keine 
ge, ob 
n 
heran 
ig «lie 
erchen 
My be. 


lungs- 


deten 
wenn 
yaren 
tt, ist 
rolyt- 
uchs- 
1 den 
Meier 
3 der 
3 das 
s fiir 
trauh 
80) 


Unstetiger lonenaustausch usw. 59 


Der EinfluB8 eines Kations wurde in Versuch 13 und 14 verfolgt, die 
in Kaliumphosphatpuffergemischen bei sonst gleicher Anordnung 
durchgefihrt wurden. Hier liegt die Unstetigkeit bei p,, 5,92, also 
uM Py 0,12 nach der alkalischen Seite verschoben, um fast den gleichen 
Betrag, den Straub und Meier in ihrer Versuchsanordnung fiir das 
K-lon gefunden haben (p, 0,13). Variation der Blutart (Protokolle 
11 und 12) ergab fiir das Schwein die Unstetigkeit des Kurvenverlaufs 
bei derselben p, wie fiir das Rind; fiir den Hammel eine Verschiebung 
um Py 0,08 nach der sauren Seite. Der Unterschied stimmt fiir Rind 
und Hammel genau mit den Versuchsergebnissen von Straub und Meier!) 
iiberein, wihrend das Schwein in den Versuchen der genannten Autoren 
eine Mittelstellung zwischen Rind und Hammel einnimmt. Diese Ab- 
weichung erklart sich vielleicht durch den hohen Phosphatgehalt der 
Schweineblutkérperchen. Die Anderung der Versuchstemperatur nach 
den hier verwendeten niedrigeren Graden hin (17 bis 18°C) ist gleich- 
falls im Sinne einer Verschiebung der Unstetigkeit nach der sauren 
Seite hin wirksam. Nicht mehr bei p,, 6,67, wie oben angegeben, sondern 
hei py 6,45 bis 6,55 liegt nach Al. Meier*) die Unstetigkeit fiir diesen 
Temperaturgrad in der Versuchsanordnung von Straub und Meier. 

Uber den Bindungsgang im Knick der Kurve haben Straub und 
Meier genaue quantitative Angaben gemacht): pro Mol Hiamoglobin 
wird 1 Mol Saure gebunden. In den vorliegenden Versuchen sind nun 
freilich, wie oben erértert, nur annahernde Bindungswerte unter 
vereinfachender Annahme bestimmbar gewesen. Um so bemerkens- 
werter muB es sein, daB die GréBenordnung der im Kurvenknick ge- 
bundenen sauren Valenzen durchaus vergleichbar ist mit derjenigen, 
die in der so verschiedenen Versuchsanordnung von Straub und Meier 
festgestellt worden ist. In den Versuchsprotokollen ist fiir jede der 
unstetigen Kurven der molare Himoglobingehalt der Blutkérperchen- 
suspension sowie die im Knick gebundene molare Sauremenge errechnet 
worden; fiir Versuch 1 ist die Durchrechnung im einzelnen wieder- 
gegeben. Bei einem Himoglobingehalt von 80 bis 100% nach Sahli 
wurden pro Mol Hb 0,25 bis 0,43 Mol saure Valenzen, bei halbem 
Hb-Gehalt (40 bis 48° nach Sahli) 0,50 bis 0,57 Mol saure Valenzen 
im Kurvenknick gebunden. Unter Beriicksichtigung der von vorn- 
herein gemachten Einschrankung iiber die quantitative Seite der Dar- 
stellung, unter Beriicksichtigung ferner der wesentlich giinstigeren 
Austauschbedingungen bei der Aufnahme der Kohlensiurebindungs- 
kurven (wenige Kubikzentimeter Blut mit 330 ccm CO,-reichem Gas- 
gemisch 15 Minuten lang elektromotorisch geschiittelt) legt fiir die 


1) Straub und Kl. Meier, diese Zeitschr. 1923. 
2) Kl. Meier, ebendaselbst 133, 67, 1922. 
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vorliegenden Versuche die gréBere molare Bindung im  zellarme;o;, § Wan 
Milieu die Vermutung nahe, der Ionenaustausch sei im Augenblick der Fein L 
beginnenden Ausschleuderung der Blutkérperchen noch nicht bis zim Jden \ 


Der | 
lie A 


aber 


Maximum seines Ausmafes fortgeschritten gewesen. Die Abkiirzung de 
Versuchsdauer war aber zur Vermeidung der Hamolyse wiinschenswert 





Uber den Entladungsvorgang, welcher nach der Hypothese yon 
Straub und Meier mit der ablaufenden Ionenverschiebung verbunden 
ist, laBt sich nach den berichteten Versuchen keine direkte Aussave 
machen. Es ist aber in diesem Zusammenhang an Versuche von Coulter! 
zu erinnern, der an Schafblutkérperchen, die in Rohrzuckerlésunyen 


large 
veitg 
der | 
olle 


mit zunehmenden HCl-Zusitzen suspendiert waren, die Feststelluny @ Anfa 
machte, daB von einem p, 4,70 der Endreaktion an zur weiteren Stei. Hin 4 
gerung der Endaziditaét wesentlich gréBere Saurezusitze notwendiy @extr 
waren, und der in Kataphoreseversuchen fiir dieselben in Rohrzucker J ine 
suspendierten Schafblutkérperchen den isoelektrischen Punkt bei eben J 2wis 
diesem p, 4,60 bestimmte. Fir das verwendete Phosphatgemisch @ (ure 
stellt Abb. 2 ein gleiches Verhalten der in der Anfangsfliissigkeit bereit. J best 
zustellenden sauren Valenzen dar; wir finden eine sprunghafte, plitz. @ in 4 
liche, erhebliche Bindungszunahme im Kurvenknick und nach dessen @ wel 
Durchschreitung eine zunehmende Entfernung der rechten schriigen @ yela 
Kurvenschenkel von der flacher werdenden Eichkurve, eine rascher J )¢i 
als vor dem Knick steigende Bindung weiterer saurer Valenzen. Auf. @ sich 
fallend kénnte sein, daB in dieser Darstellung der Abb. 2 auch dic Ene 
Kurve 9 einen -leichten Knick bei p,, 5,80 besitzt. Vielleicht deutet lad 
dieses Verhalten darauf hin, daB die molare Bindung im Knick durch § {an 
die angenommene Zellschidigung auf Null herabgesunken ist, daB aber @ im 
die Bindung jenseits des Knicks dem gewohnlichen Gange folgt. Die Bel 
gegentiber Coulter etwas mehr basische Lage des Kurvenknicks ist Blu 
durch die Abweichungen des Suspensionsmittels und der Blutart vor 
erklart. Die Bindung im Knick selbst hat Coulter nicht untersucht; im 
es kann aber kaum zweifelhaft sein, daB der Knick in der Kurve der Str 
bei Versuchsbeginn bereitzustellenden sauren Valenzen, welcher bei 
Coulter und in diesen Versuchen gleichartig berichtet wird, dieselbe 
Bedeutung besitzt fiir beide Versuchsanordnungen, nimlich den ent- z 
ladenen Zustand der Blutkérperchen anzeigt. Nur scheinbar besteht ko 
hierbei eine Unstimmigkeit mit Ergebnissen, die Kozawa*) an Blut- bel 
kérperchen verschiedener Tiere (die Kérperchen waren in isotonischen de 
Phosphatpuffergemischen, also nahezu gleichartig wie in den vor- "= 
vo 


liegenden Versuchen, suspendiert) in Kataphoreseversuchen iiber «as 
Py gewonnen hat, bei welchem die Kérperchen eben anfangen, ihre 


1) Coulter, ref. Kongr. Zentralbl. f. d. ges. innere Med. 19, 236, 1921. 
2) Kozawa, diese Zeitschr. 60, 146, 1914. 
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Wanderungsrichtung umzukehren; er findet fiir Rind und Schwein 
ein Umladungs-p,, von 2,67, fiir den Hammel von 2,77, wihrend nach 
len vorliegenden Versuchen die Entladung bereits bei p,, 5,80 eintritt. 
Der Unterschied klart sich dadurch auf, daB die Kozawaschen py-Werte 
lie Anfangs-p,, bedeuten, der hier fiir Rinderblut gefundene Wert p,, 5,80 
aber das End-p,, meint. In den vorausgehenden Erérterungen ist aber 
largelegt worden, da das bei Versuchsbeginn bereitzustellende py 
veitgehend von dem Zellgehalt der Suspensionsfliissigkeit sowie von 
Jer herrschenden Ionenadsorption abhiingig ist. In den in den Proto- 
kollen wiedergegebenen Versuchen schwankt dementsprechend das 
\nfangs-p,, von welchem aus die Entladungs-p,, eben erreicht wird, 
in dem sehr weiten Bereich von p,, 3,45 (Versuch 7a mit einem Blut 
extrem verminderter CO-,Spannung) bis p, 5,70 (Versuch 8a mit 
einer Suspension stark verminderten Zellgehalts). Eine gewisse Spanne 
iwischen den p,-Werten Kozawas und den eigenen wird dariiber hinaus 
lurch den Umstand bedingt, daB bei Kozawa dasjenige Anfangs-p,, 
hestimmt wird, welches die beginnende positive Umladung herbeifihrt, 
in den hier berichteten Versuchen aber dasjenige Gebiet der Anfangs-p,,, 
welches die Endreaktion erzeugt, bei der die Entladung der negativ 
geladenen Kérperchen, vollstindig wird. Gerade fiir den Versuch 7a, 
bei welchem das Ende des Kurvenknicks nicht erreicht wurde, findet 
sich schon fiir die Mitte des Knicks ein Anfangs-p,, 3,20, so daB fiir das 
Ende des Knicks, fiir die véllige Entladung und die einsetzende Um- 
ladung, ein mit dem Kozawaschen Rinderwert fast gleichartiges An- 
fangs-p,, erwartet werden kann. Riickblickend sind wir also berechtigt, 
im Zusammenhang mit den Versuchen von Coulter und Kozawa die 
Behauptung aufzustellen, da die Unstetigkeit der Siurebindung der 
Blutkérperchen in den Phosphatpuffergemischen mit einem Entladungs- 
vorgang einhergeht. Damit ist ein weiterer Parallelismus der Ergebnisse 
im Phosphatpuffergemisch mit den Kohlensiurebindungskurven von 


Straub und Meier gegeben. 


Zusammenfassung. 

Es wird eine Unstetigkeit im Ionenaustausch zwischen Blut- 
kérperchen und Phosphatpuffergemischen steigender H’-Konzentration 
berichtet, die mit der von Straub und Meier gefundenen Unstetigkeit 
der Kohlensdurebindungskurve einer Blutkérperchen- Kochsalzsuspension 
weitgehende Gleichartigkeit besitzt und im Einklang steht mit der 
von Straub und Meier fiir jene Unstetigkeit gegebenen Erklarung. 


Versuchsprotokolle. 
Als saure Valenzen ist diejenige um das Zehnfache vermehrte Anzahl 
von Kubikzentimetern einer m/6 NaH,PO,-Lésung bezeichnet, welche 
in 1 cem des Dispersionsmittels vorhanden ist. Die sauren Valenzen nachher 
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sind mit Hilfe der Eichkurve # in Abbildung 2, die im Text (s. 8. 254 
besprochen wurde, aus der p,, des Dispersionsmittels nach erfolgtem Ion 

austausch bestimmt worden. Als molarer Hb-Gehalt ist in den Protokol}«:; 
diejenige Menge von Hamoglobinmolen angegeben, welche in der Bhit 
kérperchen-Phosphatpuffersuspension (meist 2,5 ccm) enthalten sind. [i 


Berechnung ist am Beispiel des Versuchs 1 auseinandergesetzt. Die fiir 


Py-Werte unter 4,40 verwendeten Zusitze von H,PO, zu NaH,PO, sind 
doppelt gezihlt und in der Gesamtzahl der sauren Valenzen zu der Meny: 
des NaH, PO, addiert. 
Versuch 1. 1,0 cem Blutkérperchenbrei zu 1,5 cem Phosphatgemis« |i, 
Hb nach Sahli in der Suspension 84%. 
Pq vorher, . .. . . . § 3,45 470 402 5,26 6,36 6,45 5, 
MIN 55861 6d FG 5,70 6,82 5,82 5,82 5,85 5,90 5,96 
saure Valenzen vorher . 10,20 9,90 9,80 9,60 9,50 9,40 9,20 
ae pa nachher. 9,00 8,75 8,75 8,75 8,68 8,55 8,375 
» Val.-Bindung .. 1,20 1,15 1,05 0,85 0,82 0,85 0,835 
100 proz. Hiamoglobinlésung enthalt 0,140 g Hiamoglobin in 1 ccm. 
Nehmen wir das Molekulargewicht des Hamoglobins zu 16669 g an, s 
ware eine 100 proz. Hamoglobinlésung nach Sahli 0,0084 molar an H). 
Die Blutkérperchen-Phosphatpuffersuspension besteht aus 2,5 ¢em = mit 
2,5 84 


84% Hb. Ihr molarer Hb-Gehalt betrigt also : 
1000 100 


. 0,0084 Mol 


ss Bh Lil Mol = 17,64. 10-6 Mol. 

100000 

Gebunden werden 1,15 — 0,85 = 0,3 ccm einer m/6-Lésung, bezogen 
0,3 


1000 


auf 10 cem. In Mol sind dies 


1 
- Mol. Der Ionenaustausch fand statt 


= Teil der Menge, auf die die 
Bindung bezogen ist. In den 2,5ccem Suspension sind also gebunden 
0 A Mot = OE Mot = 275 vol = 7,5. 10-6 Mol. 
1000 10. 6 60000 10000 
Versuch 2. 1,0 ccm Blutkérperchenbrei zu 1,5 cem Phosphatgemisc'!: 
Hb nach Sahli 80%. 
Pee TORE 3,45 4,40 4,70 4,92 5,10 5,25 5,36 
MOD i: Sones oe. Ki 5,75 5,82 5,82 5,82 5,82 5,86 5,90 
saure Valenzen vorher . 10,20 10,00 9,90 9,80 9,70 9,60 = 9,50 
we we nachher. 8,90 8,75 8,75 8,75 8,75 8,65 8,55 
»  Val.-Bindung. .. 1,30 125 115 105 0,95 0,95 0,95 
Molarer Hb-Gehalt der Suspension 16,8. 10—® Mol. Molare Bindung in 
Knick 7,5. 10-6 Mol. 
Versuch 3. 1,0 ccm Blutkérperchenbrei zu 1,5 ccm Phosphatgemisc!: 
Hb nach Sahli 98%. 
Py vorher. . . . 3,20 3,45 4,40 4,70 4,92 5,25 5,36 5,45 5,575 5,50) 
nachher .. . 65,69 5,70 5,80 5,80 5,80 5,85 5,88 5,92 5,98 6,10 
saure Val. vorher . 10,30 10,20 10,00 9,90 9,80 9,60 9,50 9,40 9,20 8,80 
* », nachher 9,07 9,00 8,80 8,80 8,80 8,68 8,60 8,49 8,30 7,{0 
» Val.-Bindung 1,23 1,20 1,20 1,10 1,00 0,92 0,90 0,91 0,90 0,90 
Molarer Hb-Gehalt der Suspension 20,58.10—© Mol. Molare Bindung 
im Knick 5.10-° Mol. 


mit 1,5 cem Puffergemisch, also mit dem 
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Versuch 4. 0,5 cem Blutkérperchenbrei zu 1,5 cem Phosphatgemisch. 
Hb nach Sahli 48%. 
vorher. . . . . 3,45 4,70 5,25 5,36 5,45 5,50 5,635 5,70 5,75 5,80 
nachher ... . 5,45 5,60 5,75 5,80 5,80 5,80 5,87 5,90 5,94 5,97 
saure Val. vorher. . 10,20 9,90 9,60 9,50 9,40 9,30 9,10 9,00 8,90 8,80 
,, nachher . 9,40 9,15 8,90 8,80 8,80 8,80 8,625 8,55 8,43 8,33 
Val.-Bindung . 0,80 0,75 0,70 0,70 0,60 0,50 0,475 0,45 0,47 0,47 
Molarer Hb-Gehalt der Suspension 10,08. 10—® Mol. Molare Bindung 
im Knick 5. 10-® Mol. 


H 


Versuch 5. 1,0cem Blutkérperchenbrei zu 1,5 cem Phosphatgemisch. 
Hb nach Sahli 96%. 
WOE pete. Pol. 3,45 4,40 4,70 4,92 5,25 5,36 
nachher ...... 5,70 580 580 580 5,88 5,92 
saure Valenzen vorher . 10,20 10,00 9,90 9,80 9,60 9,50 
s nachher. 9,00 8,80 8,80 8,80 8,60 8,49 
Val.-Bindung. . . 1,20 120 110 100 1,00 1,01 
Molarer Hb-Gehalt 20,16.10-° Mol. Molare Bindung im Knick 
5,0. 10-6 Mol. 


Versuch 6. (Kalbsblut) 0,85 cem Blutkérperchenbrei zu 1,35 cem 
Phosphatgemisch. Hb nach Sahli 102%. 

Pa vorher. ...... . 3,45 4,40 4,56 4,70 4,92 5,25 5,31 5,36 5,45 

nachher .... . . . 5,70 5,78 5,78 5,78 5,78 5,85 5,88 5,90 5,93 

a (Doppel-Best.) 5,72 5,78 5,78 5,76 5,78 5,85 5,88 5,91 5,95 

saure Valenzen vorher . .10,20 10,00 9,95 9,90 9,60 9,55 9,50 9,40 

i nachher. . 9,00 8,84 8,84 8,84 38 8,60 8,55 8,46 


Vy 


,, Val.nachh.(Dopp.-B). 8,96 8,84 8,84 8,88 8,60 8,42 
Val.-Bindung. . . . 1,20 1,16 LI 1,06 0,96 0,92 0,95 0,95 0,94 
ii - (Dopp.-B.)° 1,24 1,16 111 1,02 0,96 0,95 0,98 — 
Molarer Hb-Gehalt 15,25.10—-® Mol. Molare Bindung im Knick 
4,5.10-° Mol. 


Versuch 7. 1,00 cem Blutkérperchenbrei zu 1,5 cem Phosphatgemisch. 
Hb nach Sahli 98%. 
Py vorher. ..... 3,20 3,45 3,85 4,40 4,70 4,92 5,10 5,25 5,36 
nachher .... . 5,70 5,74 5,78 5,78 5,78 5,82 5,86 5,90 5,93 
saure Valenzen vorher . 10,30 10,20 10,10 10,00 9,90 9,80 9,70 9,60 9,50 
z il nachher 9,00 8,92 8,84 8,84 8,84 8,75 8,65 8,55 8,46 
»  Val.-Bindung. . 1,30 1,28 126 116 1,06 1,05 1,05 1,05 1,04 
Molarer Hb-Gehalt 20,16.10-® Mol. Molare Bindung im Knick 
5,0. 10-6 Mol. 


Versuch 7a. Dasselbe Blut wie 7, aber 20 Minuten lang von kraftigem 
Q,-Strom durchperlt. 1,00 cem Blutkérperchenbrei zu 1,5 cem Phosphat- 
gemisch. Hb nach Sahli 98%. 

Py eo 3,45 3,85 4,70 4,92 5,2 5,36 
nachher. ..... 5,78 5,78 5,83 5,90 5,92 5,§ 6,00 
saure Valenzen vorher. 10,30 10,20 10,10 9,90 9,80 9,6 9,50 
si os nachher 8,84 8,84 8,725 8,55 8,49 »295 8,22 
» Val.-Bindung . . 1,46 1,36 1,875 1,35 1,31 305 1,28 

Molarer Hb-Gehalt 20,16.10-6 Mol. Knick unvollstindig. 
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Versuch 7b. 


1,5 cem Phosphatgemiscl 
Py, vorher . 3,20 
nachher 5,30 
saure Val. vorher . 10,30 
,, Machher 9,55 
Val.-Bindung 0,75 


Versuch 8. 

Hb nach Sahli 84%. 
Py vorher . 
nachher 


Dasselbe 


Ch. Kroetz: 


Blut wie 7, 
CO,-reichem Luftgemisch geschiittelt. 


1 Hb nach Sahli 88%. 


aber 20 Minuten lang mit 
1,00 cem Blutkérperchenbrei 


9,17 9,12 


3,45 3,85 4,40 4,70 4,92 5,10 5,25 : 
5,35 5,40 5,46 5,48 5,50 5,55 5,5 

10,20 10,10 10,00 9,90 9,80 9,70 9,60 9,50 
9,51 9,47 9,38 9,34 9,30 9,25 

0,69 0,63 0,62 0,56 0,50 0,45 0,4 


saure Valenzen vorher. 10,10 


.° Prd 


»  Val.-Bindung 


nachher 8,80 


3 0,38 


3,85 4,40 4,70 4,92 65,10 5,25 
5.80 5.80 5,84 5,88 5,92 5,95 
10,00 9,90 9,80 9,70 9,60 
8,80 8,70 8,60 8,495 8,40 
130 §=1,20 1,20. 1,20. 1,205 1,20 


Molarer Hb-Gehalt 17,64 .10—-6 Mol. 


Knick unvollstandig. 





Versuch 8a. 
1,5 cem Phosphatgemisch. 


Py vorher . 3,85 
nachher . 5,35 
saure Val. vorher 10,10 
> », nachher. 9,51 
Val.-Bindung. 0,59 


Molarer Hb-Gehalt 8,82 


Versuch 8b. 
Glasperlen geschiittelt. 
gemisch, 
Py Vvorher . 3,20 

nee... a s See 
saure Valenzen vorher 10,30 

ae nachher 8,96 
Val.-Bindung . 1,34 


Versuch 8c. 


CO,-reichem Gasgemisch geschiittelt. 


1,5 ecm Phosphatgemisch. 


Hb nach Sahli 42%. 


545 
5 bs 
O40 


9.03 


1,00 com Blutkérperchenbrei zu 1,5 cem Phosphatgemis«! 


Dasselbe Blut wie in 8. 0,5 cem Blutkérperchenbrei 


5,80 5.87 
9,00 8.80 


8,80 8,625 


0.20 ( 


175 


4,40 4,92 5,25 5,36 5,575 5,635 5,70 5.80 
5,42 5,53 5,63 5,67 580 5,80 
10,00 9,80 9,60 9,50 9,20 9,10 
9,44 9,27 9,105 9,045 8,80 8,80 
0,56 0,53 0,495 0,455 040 030 


. 1O—° Mol. 


Bindung im Knick 5,0. 10—° Mo! 


Dasselbe Blut wie in 8 und 8a, aber 30 Minuten lang mit 
1,00 ecm Blutk6rperchenbrei zu 1,5 cem Phosphat 
Hb nach Sahli 8 


4%. 
3,45 3,85 4,40 4,70 4,92 5,25 
5,76 5,78 5,83 5,88 5,92 5,98 
10,20 10,10 10,00 9,90 9,80 9,60 
8,88 8,84 8,73 8,60 8,495 8,295 
1,32 1,26 1,27 1,30 1,305 1,305 


Hb nach Sahli 80%. 


Py vorher . 3,85 4,40 4,70 4,92 5,25 5,36 5,45 5,50 5,575 
nachher 5,25 5,33 5,38 5,42 5,52 5,58 5,60 5,65 5,70 
saure Val. vorher . 10,10 10,00 9,90 9,80 9,60 9,50 9,40 9,30 9,20 
+s gy: Machher 9,60 9,53 9,49 9,44 9,28 9,19 9,15 9,075 9,00 
.» Val.-Bindung 0,50 0,47 0,41 0,36 0,32 0,31 0,25 0,225 0,20 


Versuch 9. 
Hb nach Sahli 100 5. 


Py vorher . 


nachher 
saure Valenzen vorher . 
si bs nachher 


>  Val.-Bindung 


Dasselbe Blut wie in 8 und 8a, aber 20 Minuten mit sel 
1,00 cem Blutkérperchenbrei 21 


YO 
S.S4 
O.16 


1,0 cem Blutkérperchenbrei zu 1,5 cem Phosphatgemisc!:. 


2,77 2,98 3,05 3,13 3,20 3,45 
5,50 5,60 5,63 5,68 5,72 5,78 
10,80 10,60 10,50 10,40 10,30 10,20 
9,30 9,15 9,105 9,03 8,96 8,84 
1,50 1,45 1,395 1,37 1,34 1,36 








Hb 


Pr 


sau 


Ph 


Py 


sat 


PI 


eu 


WW 


sé 


n 





mit 
nbrej 


36 5.45 
1,62 5.68 
50 9.40 
,12 9.03 


38 (0.37 


gemisc] 
1,25 
95 
60 
40 
20 


ibrei 


0 5.80 
) 5.87 
0 S80 
) 8.625 
) 0,175 
-9 Mol 


5.98 
9 60 
8,205 


ae 
1.305 


t sen 


9.00 
5,84 
O.16 


List ite 


15 
8 
40 
4 


vn 
i) 
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Py Vorher. ..... 4,40 4,92 5,25 5,45 5,575 5,70 
BOONe® 4 a:.s.+ ¢, eS 5,90 5,95 6,00 6,06 6,11 
saure Valenzen vorher . 10,00 9,80 9,60 9,40 9,20 9,00 
Pe - nachher 8,68 8,55 8,40 8,22 8,02 7,86 
» Val.-Bindung .. ‘1,32 1,25 1,20 1,18 1,18 1,14 


Versuch 10. 1,0 cem Blutkérperchenbrei zu 1,5 cem Phosphatgemisch. 
Hb nach Sahli 88%. 


Pry CUS BE a es 3,45 4,40 4,70 4,92 5,25 5,36 5,45 
OMe See 5,70 5,76 5,78 5,80 5,85 5,88 5,90 
saure Valenzen vorher. . 10,20 10,00 9,90 9,80 9,60 9,50 9,40 
nachher . 9,00 8,88 8,84 8,80 8,68 8,60 8,55 
Val.-Bindung. . . 1,20 112 1,06 1,00 0,92 90,90 0,85 
Versuch 11. Schweineblut. 1,0cem Blutkérperchenbrei zu 1,5 cem 
Phosphatgemisch. Hb nach Sahli 84%. 
Py wornet... i sc. £8,590. -346 385 ..440 4,70..-4,08. .6,26.. 5,36 


nachher . ... . 5,72 5,77 95,80 580 6580 5,84 5,90 5,92 
saure Valenzen vorher. 10,30 10,20 10,10 10,00 9,90 9,80 9,60 9,50 
re nachher 8,96 8,86 8,80 8,80 8,80 8,70 8,55 8,49 
Val.-Bindung . . 1,34 1,34 180 1,20 110 1,10 1,05 1,01 
Molarer Hb-Gehalt 17,64. 10-° Mol. Molare Bindung im Knick 

5. 10-6 Mol. 


Versuch 12. Hammelblut. 0,85 ccm Blutk6rperchenbrei zu 1,35 cem 
Phosphatgemisch. Hb nach Sahli 100°). 


Dez VOPDOP ai os) es 3,45 4,40 4,92 5,45 
a 5,60 872 5,72 5,88 
saure Valenzen vorher . 10,20 10,00 9,80 9,40 
i a nachher . 9,15 8,96 8,96 8,60 
»  Val.-Bindung. ... 105 1,04 0,84 0,80 


Die Punkte sind zu wenig dicht gesetzt, um tiber die Bindung im Knick 
eine Aussage zu gestatten. 

Versuch 13. Rinderblut im Puffergemisch aus m/6 H,PO,, KH,PO, 
und K,HPO,. Die Eichungskurve verlief etwas steiler. Die sauren 
Valenzen sind nach ihr berechnet. 1,00 cem Blutkérperchenbrei zu 1,5 cem 
Phosphatgemisch. Hb nach Sahli 80°). 


Py vorher .. .. : 3,45 4,40 4,65 4,90 4,98 5,05 5,18 6,41 

nachher ... . . 5,75 . 5,83 5,88 592 692 692. 5,93 6,00 
saure Valenzenvorher 10,20 10,00 9,90 9,80 9,70 9,60 9,50 9,30 
” os nachher 8,55 8,38 8,27 8,17 8,17 8,17 8,10 7,95 


»  Val.-Bindung . 1,65 1,62 1,63 168 158 148 1,40 1,35 
Molarer Hb-Gehalt 16,8.10—-6 Mol. Molare Bindung im Knick 
5,0. 10-6 Mol. 
Versuch 14. Rinderblut im Kaliumphosphatpuffergemisch. 0,85 ecm 
Blutkérperchenbrei zu 1,35 cem Phosphatgemisch. Hb nach Sahli 82% . 


Py VORMOE. cnc w's so « 3,46 440. 4,65. 4,90 4,98 5,05 5,18 

nachher....... 65,80 5,88 592 6892 oa92 5,94 5,96 
saure Valenzen vorher. . . 10,20 10,00 9,90 9,80 9,70 9,60 9,50 
8 és nachher. . 8,45 8,27. 8,17 8,17 8,17 8,12 8,07 


ne 2k 93,78. 1,78. 4,4 163 1538 1,48 1,43 
Molarer Hb-Gehalt 14,28. 10-6 Mol. Molare Bindung im Knick 
4,5. 10-6 Mol. 




















Uber die antikatalytische Wirkung der Blausiure. 


Von 
Otto Warburg. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem. ) 


(Eingegangen am 2. Januar 1923.) 


Die vorliegende Arbeit bildet die Fortsetzung einer Untersuchung 
iiber die ,,Physikalische Chemie der Zellatmung‘!) und zerfallt in 
folgende Abschnitte : 


I. Wirkung der Blausiure auf die Verbrennung von Leucin 

und Oxalsiure an Blutkohle. 

II. Wirkung der Blauséure auf Kohlepriparate verschiedenen 
Eisengehalts. 

III. Bindung des Sauerstoffs durch verschiedene Kohlepraparate 

IV. Wirkungsweise der Blausiiure. 

V. H. Wielands Theorien. 

VI. Beschreibung der Versuche. 


I. 

Die Wirkung der Blausiure auf die Cystinoxydation an Blut. 
kohle ist als eine Wirkung auf den Katalysator, die Blutkohle, auf- 
gefaBt worden”). Daf diese Auffassung richtig ist — daB es sich 
also nicht um eine Reaktion mit dem Substrat, etwa Cystinschwefel, 
handelt — ergibt sich aus den folgenden Versuchen, in denen Cystin 
durch Leucin und Oxalsiure ersetzt wurde und in denen analoye 
Erscheinungen auftraten, wie im Falle der Cystinoxydation. 

Die Versuche wurden so angestellt, da& Kohle in Lésungen von 
Leucin und Blausiure, von Oxalsiure und Blausaure eingetragen 
und einerseits die Adsorption, andererseits die Geschwindigkeit der 
Sauerstoffaufnahme gemessen wurde. Die adsorbierten Mengen an 
Leucin, Oxalsiure und Blausiure zu Beginn eines Oxydations- 
versuchs waren so in jedem Falle bekannt und konnten, falls dic 
Zeiten nicht zulange waren, wihrend der Oxydationsmessungen 
als konstant betrachtet werden. 


1) O. Warburg, diese Zeitschr. 119, 134, 1921. 
2) Derselbe, ebendaselbst; Zeitschr. f. Elektrochem. 1922, S. 70. 
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Die Versuche, die unter Nr.1 und Nr. 2 im Abschnitt VI naher 
beschrieben sind, ergaben folgendes: Blausiure hemmt die Oxydation 
von Leucin und Oxalsiure an Blutkohle, ohne daf die adsorbierte 
Menge beider Stoffe merklich abnimmt. Wir finden eine Hemmung 
der Leucinoxydation um 56%, wenn die Blausiurekonzentration in 
der Lésung etwa n/10000, um 97%, wenn die Blausiurekonzentration in 
der Lésung etwa n/1000 ist. Im ersten Falle kommt an der Oberflache 
auf 400 Molekiile Leucin 1 Molekiil Blausiure, im zweiten Falle auf 
75 Molekiile Leucin 1 Molekiil Blausiure. Wir finden eine Hemmung 
der Oxalsiureoxydation um 63%, wenn die Blausiiurekonzentration 
in der Lésung etwa n/10000, um 80%, wenn die Blausiurekonzen- 
tration in der Lésung etwa n/1000 ist. Im ersten Falle kommt an 
der Oberflache auf 120 Molekiile Oxalsiure 1 Molekiil Blausiure, im 
zweiten Falle auf 68 Molekile Oxalsiiure 1 Molekiil Blausaure. 

Es erscheint mir nicht mdglich, diese Tatsachen anders zu er- 
klaren, als daB an der Blutkohle katalytisch wirksame und katalytisch 
unwirksame Bezirke existieren. 


II. 

Die frither entwickelte Theorie, nach der die katalytisch wirk- 
samen Bezirke der Blutkohle die schwermetallhaltigen Bezirke sind’), 
erhalt durch folgende Versuche eine festere Stiitze: 

Erhitzt man Blutkohle im Bombenrohr mit konzentrierter Salz- 
siure, so wird-ein Teil des Schwermetalls aus der Kohle heraus- 
gelist. Die zuriickbleibende schwermetallirmere Kohle adsorbiert 
Leucin, Oxalsiure und Blausiure noch gut. Leucin und Oxalsaure 
verbrennen an ihrer Oberfliche, doch wird dieser Vorgang durch Blau- 
siure erheblich weniger gehemmt, als an der Oberfliche der nichtextra- 
hierten Blutkohle. 

Andererseits kann man aus kristallisiertem Rohrzucker Kohle 
herstellen, die im wesentlichen reiner Kohlenstoff und im besonderen 
fast frei von Schwermetall ist. Derartige Praparate adsorbieren 
Leucin, Oxalsiure und Blausiure gut. Leucin und Oxalsdure ver- 
brennen an ihrer Oberfldche, doch wird diese Oxydation durch Blausdure 
nicht spezifisch®) gehemmt. 

Eine kleine Tabelle mag diese Verhiltnisse illustrieren. Mit 1, 
ist der nach 60 Minuten beobachtete Sauerstoffverbrauch in der blau- 
siurefreien Kontrolle bezeichnet, mit v, der Sauerstoffverbrauch unter 


1) O. Warburg, diese Zeitschr. 119, 134, 1921; Zeitchr. f. Elektrochem, 
1922, 8. 70. 

*) ,,Spezifisch‘*‘ nennen wir eine Hemmung, bei der die Menge an 
adsorbiertem Brennstoff — in diesem Falle an Leucin oder an Oxalsaure 

nicht merklich vermindert ist. 
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sonst gleichen Bedingungen bei Gegenwart von Blauséure. Die ad 
bierte Blauséuremenge ist — worauf besonders hingewiesen sei — 
allen Fallen gemessen und praktisch gleich gefunden worden. 





. ; , I uci Oxalsaurc 
Kohlepraparat | mg Fe : g Kohle Cre 7 Au 
| 2 , 


s/t 


Blutkohle 
(Versuch lu. 2, Abschnitt VI) . 2,0 31 


Blutkohle, extrahiert 
(Versuch 3 u. 4, Abschnitt VI) . 0.4 


Zuckerkohle 
(Versuch 5 u. 6, Abschnitt VI) 


Zuckerkohle 
(Versuch 7 u. 8, Abschnitt VI) 


iil. 

Fein verteilter, in Wasser suspendierter Kohlenstoff bindet Sauer- 
stoff, wie Platinmetall, und gibt den gebundenen Sauerstoff beim 
Erhitzen als Sauerstoff, nach manchen Autoren in Kohlensdure, 
wieder ab. In ausgesprochenem Mae hatte unsere aus Rohrzucke 
hergestellte Kohle die Eigenschaft, in Wasser suspendiert, Sauerstott 
zu binden. Selbst bei tagelangem Durchleiten von Sauerstoff durch 
eine bei 38° gehaltene Suspension hérte die Sauerstoffabsorption nicht 
vollig auf; sie wurde allmihlich langsamer, stieg jedoch fast wiede: 
auf ihren Anfangswert, wenn die Kohle gekocht und getrocknet wurde. 

Blutkohle dagegen bindet, in Wasser suspendiert, nur sehr ge- 
ringe Mengen Sauerstoff.. Wird sie jedoch im Bombenrohr mit Sal:- 
sdure erhitzt, dann siurefrei gewaschen und in Wasser suspendiert. 
so nimmt sie Sauerstoff mit dhnlicher Geschwindigkeit auf wie Zucker- 
kohle. (Versuch 9, Abschnitt VI.) 

Offenbar ist in der Blutkohle — die bis zu 10% Asche ent 
halt!) — der Kohlenstoff durch Salze vor Selbstoxydation geschiitzt 
Saure in der Hitze entfernt diese Salze teilweise und legt Kohlen- 
stoff der Blutkohle frei. Es tritt dann zu der katalytischen Wirkung 
des Schwermetalls eine katalytische Wirkung des Kohlenstoffs, 21 
einer durch Blausiiure hemmbaren Wirkung eine durch Blausiur 
nicht hemmbare Wirkung. 

Das beiden Katalysen Gemeinsame ist vermutlich nichts anderes 
als die Bindung — und damit die Aktivierung — des molekularen 
Sauerstoffs, sei es an Kohlenstoff, sei es an Schwermetall. Dai’ 
Aminosiuren gegeniiber aktiviertem Sauerstoff besonders empfindlic! 


1) Insbesondere fanden wir in unserem Priparat neben 0,2% Eisen 


etwa 9% Kieselséure. 
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ind, kann man zeigen, wenn man Leucin und Wasserstoffsuperoxyd 
_ in verdiinnter wisseriger Lésung, bei schwach alkalischer Reaktion 
und bei Zimmertemperatur — zusammenbringt. Das Leucin wird 
dann unter Desamidierung oxydiert (fiir den Eintritt der Reaktion 
scheint nach Versuchen von Dr. Rudolf Mayer nicht, wie man _ bisher 
wohl glaubte, die Anwesenheit eines Katalysators erforderlich zu sein). 
Denkt man sich also den an Kohlenstoff oder an Schwermetall ge- 
bundenen Sauerstoff in aihnlicher Weise aktiviert wie im Wasserstoff- 
superoxyd, so ist das Verhalten der Aminosiiuren an Kohle auf 
bekannte chemische Vorginge zuriickgefiihrt. 


IV. 

Die entwickelte Auffassung fiihrt zu einer praziseren Vorstellung 
iiber die Wirkungsweise der Blausiure. Blausdiure hemmt, indem sie 
sich an das Schwermetall anlagert und dadurch die Bindung des 
Sauerstoffs an den Katalysator verhindert. 


V. 

Ich méchte an dieser Stelle mit einigen Worten auf Theorien 
eingehen, die H. Wieland') in den letzten Jahren iiber die Zellatmung 
veréffentlicht hat. Wieland geht weniger von den Tatsachen aus, die 
an atmenden Zellen gefunden worden sind, als von gewissen Vor- 
stellungen, die er sich tiber den Oxydationsverlauf organischer Mole- 
kiile gebildet hat. Er glaubt nun, da®B die Auffassung der Atmung 
als einer Eisenkatalyse mit seinen Vorstellungen in Widerspruch 
stehe, und Jehnt deshalb die genannte Auffassung ab. Dies geschieht 
in einer Form, die irrefiihrt, und gegen die Einspruch erhoben 
werden muf. 

Die Theorie tiber die Rolle des Eisens in der Zellatmung beruht 
auf der hundertfaltig erhairteten Tatsache, da lebende Zellen eine 
kleine Menge Eisen als lebenswichtigen Bestandteil enthalten, sowie 
auf der Tatsache, daB es gelungen ist, durch Vermehrung des Eisen- 
gehalts einer Zelle die Geschwindigkeit der Sauerstoffaufnahme in 
dem Ma8e zu steigern, als der natiirliche Eisengehalt vermehrt wurde. 
Beide Tatsachen werden von Wieland verschwiegen. Statt dessen 
gibt er als Fundament der Theorie den ,,problematischen“ ,,Eisengehalt 
der Fermente‘‘ aus?) und fiihrt als Argument gegen die Theorie an, 
daB ein aus Meerrettichwurzeln gewonnener Stoff, der die Reaktion 


1) H. Wieland, Ergebn. d. Physiol. 20, 477, 1922; Ber. d.d. chem. Ges. 
55, 3639, 1922. 
*) Ergebn. d. Physiolog., |. c., S. 502. 
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zwischen Wasserstoffsuperoxyd und Pyrogallussiure beschleun ict, 
wahrscheinlich eisenfrei sei. Indessen kann dieser Umstand ebenso. 
wenig als Argument gegen die Theorie verwertet werden als der Um. 
stand, da®B irgend ein anderer Stoff eisenfrei ist. — 

Da Wieland die katalytische Funktion des Eisens leugnet. so 
mu er auch die Theorie der Blausiurewirkung ablehnen. Er (ut 
dies, indem er — im Anschlu®B an O. Loew — eine eigene Theorie ent. 
wickelt !). Wieland nimmt an, daB in dem Atmungsvorgang Wasser. 
stoffsuperoxyd entsteht, erlaubt jedoch diesem Oxydationsmittel nicht. 
da es sich als solches in der Zelle betatigt, sondern laBt es durch 
,,.Katalase in Wasser und Sauerstoff gespalten werden. Die Wirking 
der Blausiure besteht nun nicht in einer Wirkung auf das ,,Atmunes 
enzym“, sondern in einer hemmenden Wirkung auf die Katalase 
und erst durch das sich anhaufende giftige Wasserstoffsuperoxyd leide1 
die Zellatmung. 

Was erklart werden soll — die Wirkungsweise der Blausiiure — 
wird hier zuriickgefiihrt auf einen Komplex unklarer Dinge, wie 
,Atmungsenzym“, ,,Vergiftung*‘ und ,,Leiden‘*. Was an der Theorie 
klar und faBbar ist, ist falsch. Der respiratorische Quotient im Zu- 
stand der Blausiurehemmung zeigt nicht die von der Theorie verlanxte 
Anomalie, daB mehr Sauerstoff verbraucht wird, als zur vollstindigen 
Oxydation der verbrennenden Stoffe erforderlich ist. — 

Vergebens suche ich nach einem sachlichen Grunde, aus «em 
heraus Wieland die einfachen und naheliegenden Deutungen der 
Phinomene ablehnt. Wir wissen, daB Schwermetalle oxydations- 
katalytisch wirken kénnen (beispielsweise Kupfer bei der Sulfit- 
oxydation, Kupfer bei der Cysteinoxydation). Wir wissen, dali 
Schwermetalle den Zerfall des Wasserstoffsuperoxyds beschleunigen 
kénnen (beispielsweise Eisensalze, Platin). Wir wissen, daB Blausiiure 
Schwermetallkatalysen hemmen kann (beispielsweise die Kupfer- 
katalyse des Sulfits, die Kupferkatalyse des Cysteins, die Platin- 
katalyse des Wasserstoffsuperoxyds). Wir wissen schlieBlich, dai 
lebende Zellen Schwermetall als lebenswichtigen Bestandteil enthalten, 
und daB sowohl die Oxydation, als auch die Wasserstoffsuperoxyd- 
zersetzung in lebenden Zellen durch Blausiure gehemmt werden. 

Selbst wenn die Versuche an Kohle und die Versuche am Seeige!i 
nicht vorligen, so wiirde die Reihe der aufgezaihlten Tatsachen 
die Auffassung schon hinreichend begriinden, daB Atmung uni 
Wasserstoffsuperoxydzersetzung in lebenden Zellen Schwermetal!- 
katalysen sind, und daB die Blausiurewirkung in lebenden Zellen 
eine Antikatalyse in bezug auf Schwermetall ist. — 


1) Chem. Ber., 1. ¢., 8S. 3647. 
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hleunigt, Soviel tiber einige spezielle Punkte der Wielandschen Schriften. 
| ebenso. 2 Was Wielands Ausfiihrungen im allgemeinen anbetrifft, so erscheint 
der Um. & es mir nicht mehr zeitgemaéB, den alten Streit Hoppe-Seylers und 


Moritz Traubes, ob in der Atmung die Sauerstoffaktivierung oder die 
Wasserstoffaktivierung das Wesentliche sei, zu erneuern. Wir wissen 


gnet. so 

Er tut heute, daB die Atmung eine Reaktion an Oberflichen ist. Sowohl 
orie ent. der Sauerstoff als auch die organischen Molekiile reagieren erst, 
Wasser. nachdem sie an die Oberflichen der festen Zellbestandteile gebunden 
el nicht, sind, An feste Oberflichen gebundene Molekiile aber sind im all- 
s durch gemeinen reaktionsfihiger als frei bewegliche Molekiile im Gas- oder 
Virkung Lésungsraum. Wir haben also in der Zellatmung eine Reaktion zwischen 
tmungs _aktivierten™ organischen Molekiilen und zwischen , ,aktiviertem** Sauerstoff 
atalase vor uns, und dies gilt ohne jede spezielle Hypothese iiber die chemische 
d leidet Natur des Adsorbens. Wie aber heute niemand mehr dariiber diskutiert, 

ob bei der Knallgasreaktion an Glas oder bei der Haber schen Ammo- 

lure — niaksynthese der eine oder der andere Reaktionsteilnenmer , aktiviert’ 
ze, Wie ist, so sollte auch die Zellphysiologie nicht zum Schauplatz tber- 
Theorie lebter Kiimpfe werden. 
im Zu. 
rlangte 


ndiver VI. Beschreibung der Versuche. 
gen 


Die Messung der Oxydationsgeschwindigkeit geschah in friiher be- 
schriebener Weise!) nach der Druckmethode. Im Einsatz der MeBgefibe 








iS e 
i “ befand sich Kalilauge zur Absorption der entwickelten Kohlensiure. Das 

: Gesamtvolumen der MeBgefiBe betrug etwa 30 ccm, das Volumen der 
ations- eingefiillten Fliissigkeit 11 cem, die Temperatur des Thermostaten war 
Sulfit- 37 bis 38°. Unter diesen Bedingungen zeigte 1mm Druckabnahme den 
, daf Verbrauch von etwa 1,8 cem Sauerstoff an. 
anigen Die Messung der Adsorption geschah, indem die verschiedenen Stoffe 
—— vor Zugabe der Kohle und in den Kohlefiltraten titriert wurden, und zwar 
upfer. Leucin nach Sérensens*) Formolmethode mit n/5 Barytlauge, 
Matin. Oxalsdure mit n/10 Kaliumpermanganat, 

daf Blausdure nach Deniges*) mit n/100 Silbernitrat, wobei zu 100 ccm 
Lisung 2cem 25proz. Ammoniakfliissigkeit und 0,5 cem 32proz. Jodkali- 
alten, lisung gegeben wurden. Titriert man in hohen Schichten auf schwarzer 
oxyd- Unterlage, so kénnen nach dieser schénen Methode selbst n/10000 Blau- 
“a siureldsungen mit hinreichender Genauigkeit gemessen werden. 
‘igelei Mit a bezeichnen wir nach Freuwndlich*) die adsorbierte Substanz- 
achen menge in Millimolen, mit m die Kohlemenge in Grammen, mit ¢ die 

ae Konzentration in der Losung in Molen pro Liter, die mit x Millimolen 

adsorbierter Substanz im Gleichgewicht ist. 
etall- 
ellen ; 
1) O. Warburg und E. Negelein, diese Zeitschr. 110, 72, 1920. 


2) Sdrensen, ebendaselbst 7, 45, 1908. 
%) Classen, Theorie u. Praxis d. MaBanalyse, 8. 655. Leipzig 1912. 
4) H. Freundlich, Zeitschr. f. physikal. Chem. 57, 385, 1907. 
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Bei Versuchen mit Blauséure mu8 stets beriicksichtigt werden, 
sie selbst an der Kohleoberflache verbrennt'), mit einer Geschwindig i: 
die in jeder Tabelle aus den fiir reine Blausaurelésungen gegeb: 
Zahlen abgelesen werden kann. Dehnt man die Versuche so lange «\; 
bis alle Blausdéure verbrannt ist, so ist auch die Wirkung der Blausii 
verschwunden. Wir haben hier ein lehrreiches und durchsichtiges Beispie 
fiir die ,,Erholung*s eines Katalysators von der Wirkung eines ,,Giftes: 

Die Herstellung der Zuckerkohle geschah, indem 100 g kristallisiertey, 
Rohrzuckers, mit 30 g Kaliumkarbonat vermischt, in kleinen Portionen 
in einen schwach gliihenden Porzellantiegel eingetragen wurden. Nac} 
jedesmaligem Eintragen wurde gewartet, bis die Gasentwicklung schwac} 
geworden war, und erst dann weitere Substanz zugefiigt. War auf diese 
Weise die gesamte Substanzmenge verkohlt, so wurde mittels eines starker, 
Geblases noch eine halbe Stunde auf Rotglut erhitzt. Dann wurde di 
Masse gepulvert, in einem Quarzkolben mit eisenfreier, in Porzellan 
flaschen aufbewahrter Salzsiure ausgekocht, schlieBlich mit metallfreien 
destillierten Wasser saurefrei gewaschen und bei 120° getrocknet. Die 
Ausbeute betrug etwa 16g Kohle aus 100g Rohrzucker. 

Extrahiert man nicht mit Salzsiure, sondern mit Wasser, so erhiilt 
man Praparate, die viel eisenreicher sind. Aber nur ein kleiner Te: 
dieses Eisens ist mit der Kohle fest verbunden, die Hauptmenge ist der 
Kohle beigemengtes Eisen, das nicht katalytisch wirksam ist. 

Die Eisenbestimmung in den Kohlepraparaten geschah in friiher be 
schriebener Weise?) nach der kolometrischen Methode von Lachs und 
Friedenthal*), in der silicathaltigen Blutkohle nach AufsehluB der Asche 
mit Carbonat. 

Die verwendete Blutkohle war in allen Fallen ,,Carbo medizinalis 
Merck, hochwertig, biologisch gepriift*‘. 

Versuch 1. (Leucin und Blausdéure an Blutkohle.) Je 2g Blutkohle 
wurden mit 100 cem Lésung vermischt. Je 10cem der so erhaltenen 
Suspension dienten zur Messung der Oxydationsgeschwindigkeit, der Rest 
zur Messung der Adsorption. 


Adsorptionsmessungen. 
Reine Leucinlésung. 
20 cem vor Zugabe der Kohle: 5,11 ccm n/5 Barytlauge. 
20 cem Kohlefiltrat: 3,50 ecm n/5 Barytlauge. 
a/m = 8,6 x 10-1, c = 3,5 x 10-2. 
Gemisch von Leucin und Blausdure. 
20 cem vor Zugabe der Kohle: 5,12 ccm n/5 Barytlauge. 
20 cem Kohlefiltrat: 3,60 cem n/5 Barytlauge. 
= 7 —I P 
se i me ~ eat Leucin. 
50 cem vor Zugabe der Kohle: 2,5 ccm n/100 AgNOs3. 
50 cem Kohlefiltrat: 2,0 cem n/100 AgNO. 
nen + sie Blausaure. 


1) O. Warburg, diese Zeitschr. 119, 160, 1921. 
2) Derselbe, ebendaselbst 119, 163, 1921. 
*) Lachs und Friedenthal, ebendaselbst 32, 130, 1911. 
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Reine Blausdurelésung. 
den, da; 50 cem vor Zugabe der Kohle: 2,4 ccm n/100 AgNQsg. 
indigh«it 50 cem Kohlefiltrat: 1,7 cem n/100 AgNO. 
egebene zim = 1,4 <x 10-2, c = 6,8 x 10-4. 
inge Is 
slausiiu 
3 Beis; 
»Giftess 


Oxydationsgeschwindigkeit des Leucins. 
38°. Gasraum Luft. 





lisierter 
orto: 
Ll. Nae 
ie ie eS 200 200 200 
5 x 10-2 
10-1 n 
Leucin 
10—3 n 
orzellan Blausaiure 
allfreien \nfangsbedingungen, 
at. Die den Adsorptionsmes- 
en berechnet. 
Lagmeer, 4h6... . -- 3,5 <x 10-2 3,6 x 10-2 
© erhalt Blausdure) ... . 6,8 x 10-4 ee 8,0 x 10—4 
ner Tei ae os... — 1,6 x 10-1 1,5 x 10-1 
ast der Blausfure) .... - 2.8 x 10—3 _— 2.0 x 10-3 


schw; 
vuf diese 
starke, fgicem (Konzentration 10-3n 5x10-2n 
urde din Pprugesetaten Lésungen) Blausiure  Leucin 


brauchte emm O, nach 


ere os 8 6 — 2 41 4 
6 105 8 
8 192 14 
12 290 20 
17 451 29 


iher he 
‘hs und 
r Asche 


4 
6 
7 
8 


lizinalis 


utkohle Versuch 2. (Oxalsiure und Blausaiure an Blutkohle.) Je 2g Blut- 

altenen kohle wurden mit 100 ccm Lésung vermischt. Je 10cem der so erhaltenen 

er Rest Suspensionen dienten zur Messung der Oxydationsgeschwindigkeit, der 
Rest zur Messung der Adsorption. 


Adsorptionsmessungen. 
Reine Oxalsdureldsung. 
20 cem vor Zugabe der Kohle: 3,20 ccm n/10 KMnQ,. 
20 cem Kohlefiltrat: 1,25 cem n/10 KMnQ,. 
afm = 2,4x 10-1, c = 3,13 x 10-3. 
Gemisch von Oxalsdure und Blausdure. 
20 cem vor Zugabe der Kohle: 3,20 cem n/10 KMnQ,,. 
20 cem Kohlefiltrat: 1,20 cem n/10 KMnQ,. 
a/m = 2,6 x 10-1, c= 3,0 x 10-3. 
50 cem vor Zugabe der Kohle: 3,2 ccm n/100 AgN Oy. 
50 cem Kohlefiltrat: 2,67 cem n/100 AgN Oy. 
x/m = 1,06 x 10-2, c = 1,07 x 10-3. 





Reine Blausdurelésung. 
50 cem vor Zugabe der Kohle: 3,1 cem n/100 AgN Qs. 


50 cem Kohlefiltrat: 2,5 cem n/100 AgN Og. 


a/m = 1,2 x 10-2, c = 1,0 x 10-3. 
Biochemische Zeitschrift Band 136. 
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Oxydationsgeschwindigkeit der Oxalsaure. 


38°. Gasraum Luft. Zu de 





me Kohle.: o.s-)« +i: 200 y 200 200 
. ; 8 x 10-3n ; 
ie cig an soni laa 1,2 10-3n 8 x 10-3n Oxalsaure sont 
— asset Blausdure Oxalsiure 1,2 x 10—3n 
Lésungen) . ‘ 


Blausaure = 
Anfangsbedingungen, 


aus den Adsorptionsmes- 

sungen berechnet. Lil 
c (Oxalsfure) .... — 3,1 x 10-3 3,0 x 10-3 
ec (Blauséure) .... 1 x 10-3 = Il x 10-3 
a (Oxalsfure).... — 48 x 10-2 5,0 x 10-2 
x (Blausfiure).... — 24x 10-3 — 2.0 x 10-3 

Verbrauchte cmm O, nach 
20’. ge le 6,6 52 14 52 
ORs ak sa sc ores 13 116 32 111 ¢ ; 
ee es ee, 21 213 60 207 au 
50 fF Pee 28 300 90 298 


Versuch 3. (Oxalséure-Blausiure an mit Saure extrahierter 
kohle.) 5g Blutkohle wurden mit 30cem konzentrierter Salzsaure in 
Bombenrohr eingeschlossen und 20 Stunden auf 150° erhitzt. Weiter 
behandelt wie Zuckerkohle. Zur Eisenbestimmung wurde 1 g verasclit 
Gefunden 0,4 mg Eisen. 

Adsorption der Blausiéiure: 100 cem Blausaurelésung, 2 g Kohle. as 

50 cem vor Zugabe der Kohle: 2,75 ecm n/100 AgNO,. 
50 cem Kohlefiltrat: 2,10cem AgNO. 
An 1g Kohle: 0,65ceem AgNO,. 


Ein Vergleich mit Versuch 1 und 2 zeigt. daB das Adsorptionsver 
médgen gegenitiber Blauséiure durch die Extraktion nicht merklich abg 
nommen hat. 


Oxydationsgeschwindigkeit der Oxalsaure. 


38°. Gasraum Luft. vul 





me MMe oe es 200 200 200 200 
8 x 10-3 n ble 
; 10-3n 8x10—-3n Oxalsiure ya 
+ lOcem.... . . . Wasser Blausaure Oxalsaure 10-3 n 
Blausaure 0 cen 
Verbrauchte emmO, nach 
20’. 
40. 
60 . 
80. 
100 . 
120. 


44 sal 
73 ~ 
98 
124 

151 

176 
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Versuch 4. (Leucin-Blausiure an mit Saure extrahierter Blutkohle). 
Zu dem Versuch wurde dasselbe Kohlepraparat benutzt, wie zu Versuch 3. 


Oxydationsgeschwindigkeit des Leucins. 38° Gasraum Luft. 





3—1\4—2 


= V1 


1 2 3 
200 200 200 200 
5 x 10-2 n 
Leucin 
10—3 n 
Blausaure 


10-3 n 
Blausaure 


5 x 10-2 n 
Leucin 


Wasser 


muchtecmm O, nach 
7 é 48 12 41 8.5 
12.4 ih 102 22 90 15 
16 6 162 31 146 24 
19,4 2, 228 43 209 = 80.4 


Versuch 5. (Oxalsiure-Blausiure an Zuckerkohle). Das Kohle- 
raparat enthielt pro Gramm 0,021 mg Eisen. 


Oxydationsgeschwindigkeit der Oxalsiure. 38°. Gasraum Luft. 





3—1 4—2 


v, v, 


200 200 200 200 
8 x 10-3 n 
10 3n 8 x 10-3 n Oxalsaure 
Blausaure Oxalsaure 10-3 n 
Blausaure 


Wasser 


ruchte emm O, nach 
42 43 80 81 38 
72 74 138 138 66 
97 98 186 188 89 
116 120 235 237 119 


Versuch 6. (Leucin und Blausiure an Zuckerkohle). Zu dem Versuch 
vurde dasselbe Praparat verwendet, wie zu Versuch 5. 


Oxydationsgeschwindigkeit des Leucins. 38°. Gasraum Luft. 





1 2 3 %—Tie—8 


v v, U1/U3 
200 200 200 200 
5 x 10-2 n 
Leucin 
10-3 n 
Blausaure 


10-3 n 56x 10-2 n 


Wasser : 
Blausaure Leucin 


rauchteemm O, nach 


40 56 





71 
95 
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Versuch 7. (Oxalsaure - Blausiure an Zuckerkohle). Das Kohlepriip..ra: 
enthielt 0,005 mg Eisen pro Gramm. 
Um die Selbstoxydation zu verlangsamen, war es in Wasser suspendiort, 
16 Stunden bei 38° mit Luft behandelt worden. Es wurde dann, 6/7, 
es wieder zu trocknen, zum Versuch verwendet. 
Adsorption der Blausiure: 100 ccm Blausiurelésung, 2 g Kohle. 
50 ccm vor Zugabe der Kohle: 2,8 cem n/100 AgNO,. 
50 ccm Kohlefiltrat: 1,9 cem n/100 AgNQ,. 
An 1g Kohle: 0,9cem n/100 AgNO. 
Kin Vergleich mit Versuch 1 und 2 zeigt, da8 Blausaiure ebensezut 
adsorbiert wird, wie von Blutkohle. 
Adsorption der Oxalsiure: 100cem Oxalsiiurelésung, 2g Kohle. 
20 cem vor Zugabe der Kohle: 3,1 cem n/10 KMnQ,. 
20 ccm Kohlefiltrat: 1,3 com n/10 KMnQ,. 
An 0,4g Kohle: 1,8cem n/10 KMn0O,. 
Ein Vergleich mit Versuch 2 zeigt, da8 Oxalsiure ebensogut adsorbiort 
wird, wie von Blutkohle, 
Oxydationsgeschwindigkeit der Oxalsiure. 38°. Gasraum Luft. 





1 2 3 4 3—1/4-2 


— Vv 


ys 


1 
Wire. cs ce 200 200 200 200 
8x10-3 n 
10-3 n 8x10-3n Oxalsaure 
Blausiure Oxalsiure 10-3 n 
Blausaure 


+ 10com ..... . « ||Wasser 


Verbrauchtecmm O, nach 
_ CO ee y 3,5 44 46 40 42 
i en 8 90 95 83 87 
OO sb aera oe 9 11,5 136 144 127 132 
Versuch 8. (Leucin-Blausiure an Zuckerkohle). Zum Versuch wurde das- 
selbe (in gleicher Weise vorbehandelte) Praparat verwendet, wie zu Versuch 7. 
Adsorption des Leucins: 100 ccm Leucinlésung, 2 g Kohle. 
20 ccm vor Zugabe der Kohle: 5,4 n/5 Barytlauge. 
20 cem Kohlefiltrat: 4,5 cem n/5 Barytlauge. 
An 0,4g Kohle: 0,9ccm n/5 Barytlauge. 
Ein Vergleich mit Versuch 1 zeigt, daB Leucin schlechter adsorbiert wird 
als von Blutkohle (wahrend Blausiure und Oxalsiiure, nach Versuch 7. 
von demselben Praparat ebensogut adsorbiert werden, wie von Blutkohle 
Oxydationsgeschwindigkeit des Leucins. 38°. Gasraum Luft. 
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prap rat 


Versuch 9. (Bindung von Sauerstoff durch verschiedene Kohle- 
praparate. ) 
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Untersuchungen iiber den Kohlehydratstoffwechsel 
bei der Avitaminose. 


IV. Mitteilung. 


Ober die toxische Wirkung intermediirer Stoffwechselprodukte 
nach der Zufiihrung verschiedener Zuckerarten bei der Avitaminose. 


Von 
J. A. Collazo, Montevideo. 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Institwts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 5. Januar 1923.) 


In meinen fritheren Mitteilungen iiber den Kohlehydratstoffwechsel 
bei Avitaminose (1) habe ich folgende Tatsachen gefunden: 


1. Bei allen avitaminés ernahrten Tieren tritt ohne Riicksicht 
auf die Zusammensetzung der vitaminfreien Nahrung zunichst eine 
Hypoglykamie und spiter eine Hyperglykimie auf. 

2. Eine Glykosurie wird nur ausnahmsweise und in diesen Fiillen 
nur in ganz geringem Umfange beobachtet. 

3. Bei der peroralen Zufuhr (d. h. bei der Zufuhr auf der portalen 
Bahn) groBer Traubenzuckermengen tritt bei der Avitaminose eine 
sehr starke und protrahierte Hyperglykimie auf; bei der peroralen 
Zufuhr kleiner Traubenzuckermengen beobachtet man nach einer 
kurzen hyperglykamischen Periode eine stiirkere protrahierte Hypo- 
glykimie; nach der rektalen, subkutanen, intravenésen Zufuhr, soweit 
diese nicht eine Portalvene benutzt, also ganz allgemein, nach der 
paraportalen Zufuhr groBer Traubenzuckermengen wie kleiner Trauben- 
zuckermengen beobachtet man dasselbe. 

4. Bei allen avitaminés ernahrten Tieren besteht ein Glykogen- 
mangel in der Leber und in der Muskulatur, wie tiberhaupt im ganzen 
Tierkérper; dabei ist die glykogenbildende Funktion nicht immer voll- 
stiindig erloschen, sondern nur stark herabgesetzt. 

Alle diese Versuche wurden, soweit sie sich auf die alimentaire 
Beeinflussung des Blutzuckers erstreckten, mit der Zufuhr von Trauben- 
zucker gemacht. Dabei beobachtete ich nun auBer den eben genannten 
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Erscheinungen, da8 Tiere, denen im fortgeschrittenen Stadium der 
\vitaminose Traubenzucker in gréBerer Menge peroral oder intravenés 
zugefihrt wurde, etwa 2 bis 24 Stunden nach den grofen Trauben- 
zuckergaben an schweren Krankheitssymptomen, wie Erbrechen, 
Atmungsstérungen, Unvermégen zu stehen oder zu fliegen, Zwangs- 
bewegungen und dergleichen mehr erkrankten oder sogar starben. 

Bei den Hunden waren Erbrechen und Unvermégen zu stehen, 
Appetitlosigkeit, Schlafsucht und Atmungsstérungen vorherrschend. 

Bei den Meerschweinchen war das Krankheitsbild durch Atmungs- 
stirung und Erschwerung der Lokomotion ausgezeichnet, und die 
Tiere starben regelmaBig. 

Bei den Tauben traten Opistotonus, klonische Zuckungen, Un- 
vermégen zu fliegen, Lahmungserscheinungen an den Beinen, schwan- 
kender Gang auf, und es folgte bald der Tod, oder dieser trat auf, ohne 
daB solche schwereren Funktionsstérungen voraufgegangen waren. 

Bei den Hunden kamen die Krankheitserscheinungen nach der 
Traubenzuckerzufuhr etwa von der 7. Woche der avitaminésen Er- 
nihrung (Reis, erhitztes Pferdefleisch, Schweineschmalz, Salzgemisch). 

Bei den Meerschweinchen waren sie etwa von der 3. Woche der 
avitaminésen Ernaihrung (trockener Hafer und Salzgemisch) an aus- 
lésbar. 

Bei den Tauben konnten sie schon am Ende der 1. Woche der 
avitaminésen Ernaihrung (Reis und Salzgemisch) erzeugt werden. 

Hierzu ist zu bemerken, dap entsprechende Zuckerzufuhren bei der 
gleichen Tierart bei normaler Erndhrung oder im Hungerzustande, nachdem 
die Tiere mindestens eine Woche lang nur Wasser und Salzgemisch er- 
halten hatten, niemals die oben geschilderten Krankheitssymptome oder 
gar den Tod herbeifiihrien. Ja, es wurde sogar beim Versuch an Tauben 
nichts Derartiges beobachtet, wenn man diesen Kontrolltieren die zehn- 
und zwanzigfache Traubenzuckerdosis gab, wie sie die entsprechenden 
vitaminfrei erndhrten Tiere erhalten hatten. 

Funk (2) und Mac Carrison (3), Simpson und Barr (4), Wellman, 
Bass und Eustis (5) hatten bereits friiher beobachtet, daf{ vitaminfrei 
ernahrte Tiere, denen man im Futter Zucker zugelegt hatte, frither 
starben, als Kontrolltiere, oder eine Beschleunigung des Beriberiaus- 
bruchs zeigten. Je gréBer die Zuckerzulage ist, um so eklatanter ist 
der ungiinstige EinfluB auf den Verlauf der Avitaminose, finde ich. 

Alles dies gilt nach diesen Autoren wie nach meinen Versuchen 
sowohl fiir den Traubenzucker, wie fiir die Starke, Inulin, Milchzucker, 
Rohrzucker und Dextrin. 

Angesichts aller dieser Erfahrungen kann nicht daran gezweifelt 
werden, daf 1. dauernde Kohlehydratzufuhr bei avitaminéser Ernahrung 
ganz allgemein den Ausbruch von Krankheitserscheinungen beschleunigt, 
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wie sie auch sonst im Verlauf der vitaminfreien Erndhrung sich allmah: ic}, 
entwickeln; dap 2. eine einmalige, auBergewohnliche Zufuhr von Kohie. 
hydraten dieselbe Wirkung in akuterer Form nach sich zieht. 

Man hat durchaus den Eindruck — und darin geht meine An. 
schauung mit derjenigen von Funk konform —, daB gesteigerte Kolle. 
hydratzufuhr die avitaminése Erkrankung beschleunigt. Die Ursache 
hierfiir kann eine doppelte sein: Entweder kann man daran denkw. 
daB gerade durch die Kohlehydratzufuhr ein sehr starker Verbrawch 
von noch im Korper vorhandenen Restbestiinden von Vitamin statthat. 
und daf deshalb der Vitaminvorrat des Kérpers rasch unter das mit dey 
Fortdauer des Lebens ertridgliche Niveau sinkt, oder aber es kénnte im 
vitaminarmen Organismus die Umsetzuwng der Kohlehydrate zur ni. 
stehung toxischer Zwischenprodukte Veranlassung geben, und dadurch 
k6nnte eine Vergiftung des Kérpers erzeugt werden. Trafe das Letztere 
zu, dann miiBte man allerdings annehmen, daf unter allen Umstinden, 
als Folge der vitaminfreien Ernahrung schlieBlich derartige giftiye 
intermediare Stoffwechselprodukte entstehen, und daB die Avita- 
minose immer zu einer Autointoxikation fiihre. 

Diese Intoxikationstheorie der Avitaminose hat ja bekanntlich 
viele Verfechter gehabt und hat sie noch. Aber man muB doch ihnen 
allen entgegenhalten, daB mit dieser Annahme keinesfalls das eigent- 
liche Wesen der Krankheit definiert wird. Die Autointoxikation kann 
immer nur eine Folge, ein Symptom der Avitaminose sein, aber niemals 
die Avitaminose schlechthin. Kime in ihr das Wesen der avitaminésen 
Storung zum Ausdruck, dann miiBte man annehmen, dab die Vitamine 
Paralysatoren fiir regelmaBig beim normalen Stoffwechsel sich bildende 
Gifte seien, daB die Vitaminwirtung in gewissem Sinne mit der Ather- 
schwefelsdurebildung oder der Harnstoffsynthese aus dem giftigen 
carbaminsauren Ammoniak auf eine Stufe zu stellen sei. 

Der Gesamtkomplex aller avitaminésen Erscheinungen aber kann 
meiner Meinung nach mit einer solchen Hypothese nicht erklart werden. 
Es deutet vielmehr die Gesamtsumme der avitaminésen Erscheinungen 
darauf hin, daB bei der Avitaminose, wie Bichel (6) ausgefiihrt hat, ein: 
primaire Strung der Zelleistungen erzeugt wird, und daf dann infoly: 
dieser Storung sekunddére Verdnderungen in dem Stoffwechsel und damit 
auch in den sogenannten intermedidren Stoffwechselprodukten auftreten. 
Hier kénnen nun gewif toxische Substanzen in die Erscheinung treten 
Diese Veranderungen des intermediiren Stoffwechsels werden. sich, 
soweit die organischen Substanzen in Frage kommen, sowohl auf den 
EiweiB- wie den Fett- und endlich auch auf den Kohlehydratstoff- 
wechsel oder die mit ihnen in mehr indirektem Zusammenhang stehenden 
Stoffwechselvorgiinge beziehen. So ist es also durchaus plausibel, 
wenn man zur Erklirung des plétzlichen Ausbruchs schwerer avitami- 
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noser Symptome oder gar des beschleunigten Todeseintritts nach der 
Kohlehydratzufuhr in einem bestimmten Stadium der Avitaminose 
eine plétzlich gesteigerte Produktion derartiger giftiger intermediarer 
Stoffwechselprodukte annimmt. 

Das ist natiirlich etwas ganz anderes, als die Vorstellung von 
Funk, die darin gipfelt, da durch kohlehydratreiche Nahrung ein 
besonders starker Vitaminverbrauch erzeugt werde, und dab dieser 
die Ursache der Krankheitsbeschleunigung sei. 

Gegen diese Auffassung spricht vor allem auch meine Beobachtung, 
daB in einem gewissen Stadium der Avitaminose Zuckerzufuhr schon 
nach der kurzen Zeit von 24% Stunden zum Tode der Tiere fiihren 
kann. 

Bei der Sektion dieser Tiere (Tauben) fiel eine starke H yperdmie 
jast aller Organe, besonders des Darmkanals und des Gehirns, auf. Es 
deutet das alles auf eine akute toxische Wirkung hin, die durch die 
Zuckerzufuhr im vitaminarmen Kérper hervorgerufen wurde. 

Da nun der Zucker an sich beim normalen und hungernden Tier in 
diesen und viel gr6éBeren Dosen bei gleicher Applikationsart nicht im 
geringsten giftig wirkt, und da wohl auch eine akute Vitaminverarmung 
des Kérpers, wie man sie nach der Funkschen Hypothese annehmen 
miiBte, nach der Gabe einer relativ und absolut kleinen Zuckermenge 
beispiellos ware — eine akute Vitaminverarmung innerhalb weniger 
Stunden! —, weil im Gegenteil alle Erfahrungen dafiir sprechen, dab 
die Vitaminverarmung des vitaminfrei ernaihrten Kérpers sich ver- 
hiltnismaBig langsam vollzieht, so ist es am wahrscheinlichsten, wenn 
man annimmt, da bei dem Umsatz des Zuckers abnorme giftige Zwischen- 
produkte entstehen, die die Intoxikation als eine sekundire Folge der 
Vitaminverarmung verursachen. 

Auch die Vermutung von Mac Carrison, daB die toxische Zucker- 
wirkung bei der Avitaminose iiber Stérungen der Darmverdauung 
gehe, erscheint angesichts meiner Beobachtungen iiber den gelegent- 
lichen akuten Ausbruch der nervésen Erscheinungen innerhalb weniger 
Stunden nach der Zuckerzufuhr nicht zutreffend zu sein. Der Zucker 
wird vielmehr sehr rasch vom Darm ins Blut beférdert. Genau wie bei 
Normaltieren tritt eine alimentiire Hyperglykiimie schon 15 Minuten 
nach der peroralen Zuckerzufuhr auf, und aus dem Stoffwechselversuch 
von 7'suji (7) geht ganz einwandfrei hervor, daB die Resorption der 
Nahrung bei der Avitaminose nicht gestért ist, wie auBerdem Artona (8) 
bei seinem Versuch iiber die Wirksamkeit der Verdauungsenzyme 
bei Avitaminose, die eine deutliche Erhéhung ihrer Wirkung zeigten, 
fand. 

Wenn auch nicht mit aller Bestimmtheit, so ist es doch mit einer 
an GewiBheit grenzenden Wahrscheinlichkeit zu sagen, da der im 
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Blut zirkulierende resorbierte Zucker hier ttberhaupt keine Umsetz ing 
erfahrt, es sei denn bei seiner Passage durch die Blutzellen mit ihren 
glykolytischen Fahigkeiten, und daB alle tibrigen Korperzellen in \ eit 
iiberwiegendem Mabe an der Zuckerzersetzung beteiligt sind. 

Wir werden also annehmen diirfen, dap, wenn beim Zuckerumsat: 
im Korper toxische Produkte entstehen, diese bei dem Zuckerumsatz in ier. 
halb der Zelle gebildet werden. Es mu dann die Ursache fiir eine soich; 
abnorme Zuckerzersetzung bei der Avitaminose in einer primdren Storuny 
der Zellfunktion, vielleicht in einer Dystunktion der Zelle, gesucht werden 

DaB die Hohe des Blutzuckergehalts an sich in keiner direkten 
Beziehung zu dem Ausbruch der nervésen St6rungen steht, wie Oyata 
(9) und seine Mitarbeiter annehmen, scheint mir aus meinen Beob. 
achtungen hervorzugehen, die zeigen, das perorale Zuckerzufuhr be 
Tauben im hypoglykdmischen Stadium der Avitaminose schon nervos: 
Stérungen machten, ohne daB der Blutzuckerspiegel durch die Zucker. 
zufuhr, obschon er sich etwas erh6ht, den Normalwert gesunder Tauben 
zu erreichen braucht. 


Bei der peroralen Zuckerzufuhr im hyperglykimischen Stadium 
der Avitaminose wird ein Zustand erreicht, der fiir das hypergly. 
kamische Stadium an sich schon charakteristisch ist. Es wird der ein- 
zelnen Kérperzelle Zucker durch das Blut in vermehrter Menge 2u- 
gefiihrt, aber die Zelle nimmt den Zucker nicht auf. Im _ hypogly- 


kamischen Stadium, ganz im Anfang der Avitaminose, reiBt die Zelle 
offenbar mit gréBerer Gier als in der Norm den Blutzucker an sich 
Erst spater verliert sie diese Fahigkeit. Wenn nun im hypoglykamischen 
Stadium akut eine gréBere Menge Zucker zugefiihrt wird, so wird dic 
Zelle eine entsprechend gréBere Zuckermenge schlucken, im hyper- 
glykamischen Stadium wird der stirkere Zuckerreiz trotz der vor. 
handenen abgeschwichten zuckeraufnehmenden Funktion wahrschein- 
lich dennoch die Zelle treiben, eine auBerste Anstrengung zur Zucker- 
aufnahme zu machen. In jedem Falle, im hypoglykimischen, wie im 
hyperglykamischen Stadium wird unter dem Eindruck einer akuten 
groBeren Zuckerzufuhr also die Zelle mehr Zucker in sich hineinlassen 

Im hypoglykimischen Stadium aber ist die zuckerumsetzende 
Zellfunktion trotz der noch vorhandenen gréferen Aufnahmefahigkeit 
der Zelle fir Zucker doch schon gestért, genau wie im hyperglykamischen 
Stadium, wenn auch im letzteren diese Stérung noch erhéht sein kann 

Es braucht aber die Aufnahmefahigkeit der Zelle fiir Zucker nicht 
parallel gestért zu sein mit der zuckerumsetzenden Funktion der Zelle 
Die letztere kann friiher gestért sein als die erstere. Dann aber mut! 
der Zuckerumsatz innerhalb der Zelle sowohl im hypoglykdmischen, wi: 
auch im hyperglykdmischen Stadium pathologisch sein. Erhalt nun di: 
Zelle im hypoglykimischen Stadium plétzlich viel Zucker, weil da- 
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Blut ihr viel Zucker anbietet und ihre Aufnahmefahigkeit fir Zucker 
noch nicht behindert ist, oder erhalt die Zelle im hyperglykamischen 
Stadium plétzlich viel Zucker, weil durch den gesteigerten ,,Zucker- 
riz’ gewisse vorhandene Hemmungen fiir die Zuckeraufnahme tiber 
den Haufen gerannt werden, dann mu in beiden Fallen die Verarbeitung 
dieser gesteigerten Zuckermenge innerhalb der Zelle ebenso patho- 
logisch verlaufen, wie die Verarbeitung der kleinen Zuckermengen patho- 
lagisch verlduft, die die Zelle bei der gewohnlichen Nahrung ohne besonders 
erhohte Kohlehydratzufuhr fortwdhrend erhalt. 

Diese Ausfiihrungen beruhen also auf der Vorstellung, daf die 
Storung des Zuckerumsatzes innerhalb der Zelle ein Friihsymptom der 
Advitaminose ist, das die Krankheit dauernd begleitet, wahrend die 
Strung der Aufnahmefahigkeit der Zelle fiir den Zucker ein Spatsymptom 
ler Avitaminose darstellt. 

Wenn nun Avitaminose von vornherein Zellularst6rungen in- 
volviert, dann wird die Zelle, solange sie kann, Zucker gierig aus dem 
Blute aufnehmen, das Blut wird hypoglykiamisch; ist aber ihre Auf- 
nahmefahigkeit fiir Zucker im spiteren Stadium der Avitaminose 
gestért, dann wird das Blut trotz des Zellularhungers hyperglykdmisch. 

Gegen diese Ausfiihrungen kann man nun einwenden, daf der 
Reduktionswert des Blutes iiberhaupt gar nicht den alimentaren Zucker 
anzeigt, sondern den Gehalt des Blutes an Exkretionsprodukten der 
Zelle. Dann miiBten im hypoglykimischen Stadium abnorm wenig 
reduzierende Stoffe, im hyperglykimischen Stadium aber abnorm viel 
reduzierende Stoffe von den Zellen ans Blut abgegeben werden. Es 
miBte also zu Beginn der Avitaminose die umgekehrte Storung vor- 
liegen, als in dem spateren Verlauf. Das aber ist durchaus unwahr- 
scheinlich. 

Nun bleibt noch eine dritte Méglichkeit tibrig, naimlich die, daf 
der Reduktionswert des Blutes sich aus zwei Faktoren zusammensetzt: 
1. aus dem Nahrungszucker fiir die Zellen; 2. aus reduzierenden E xkre- 
tionsprodukten (= intermedidren Stoffwechselprodukten) der Zellen. 

Wenn wir unter dieser Voraussetzung die beobachteten Erschei- 
nungen bei der Avitaminose betrachten, dann kommen wir zu folgenden 
Vorstellungen. Bei dem Zellularhunger der Avitaminose geht die 
Zuckeraufnahme von seiten der Zellen dauernd mit dem Zucker- 
angebot durch das Blut parallel und alle Kohlehydratreserven werden 
aufgebraucht. Die Aufnahmefihigkeit der Zelle fiir Zucker ist niemals 
gestért. Zu Beginn der Avitaminose ist nun die reduzierende Kraft 
des Blutes deshalb herabgesetzt, weil die Zellen eben abnorm grobe 
Zuckermengen dem Blute entziehen, aber andererseits der Zuckerabbau 
und die anderen Stoffwechselvorgiinge in den Zellen noch leidlich 
normal verlaufen. Je mehr diese aber im Verlaufe der Avitaminose 
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gestért werden, um so mehr entstehen nun reduzierende interme:iiin 
Stoffwechselprodukte, die den Reduktionswert des Blutes sukzessiy; 
iiber die Norm steigern, also die Hyperglykimie verursachen. 

Diese pathologische Verdnderung in dem Gehalt des Blutes an re«u. 
zierenden intermediiren Stoffwechselprodukten kann sowohl cine 
quantitative, wie eine qualitative Stérung darstellen, also nicht nur cine 
Hyperfunktion, sondern eine Dysfunktion. 

Die an dritter Stelle entwickelte Auffassung iiber die Genese des 
hypo- und hyperglykimischen Stadiums, glaube ich, steht mit dey 
Tatsachen am besten im Einklang. 

DaB nun der gesteigerte Gehalt des Blutes an reduzierenden Sub. 
stanzen als solchen, wie er sich bei der Avitaminose spontan entwickel: 
oder im Anschlu8 an eine alimentare einmalige groBere perorale Zucker. 
zufuhr auftritt, ganz gleichgiiltig, wodurch im einzelnen Falle die Blut. 
reduktion hauptsichlich bedingt wird, nicht die direkte Ursache fii 
die nervésen Stérungen und fir den Tod ist, geht aus folgender Tatsach: 
hervor. 

Zuckerzufuhr im hypoglykamischen Stadium steigert den Reduk- 
tionswert des Blutes oft nur bis zur normalen Hohe und macht dennoch 
die Intoxikation. Wenn nun das hypothetische Gift reduzierende 
Eigenschaften hatte, dann wiirde es in Dosen schon toxisch wirken 
durch die der gesamte Reduktionswert des Blutes noch keineswegs 
abnorm erhéht zu werden braucht. Man kommt also zu dem Schlub, 
da jedenfalls nicht der Reduktionswert als solcher, sondern héchstens 
eine bestimmte Quote der reduzierenden Blutsubstanzen giftig wirkt 
Aber es ist natiirlich auch méglich, daB das hypothetische Gift gar kein 
reduzierender Kérper ist. Jedenfalls wird man immer wieder dazu 
gefiihrt, daB durch die vermehrte Zuckerzufuhr bei der Avitaminose ¢in 
oder mehrere intermedidre Stoffwechselprodukte gebildet werden, die ein 
spezifisch giftige Wirkung auf das Nervensystem haben. 

Nun habe ich weiter beobachtet, daf ceteris paribus nicht all: 
Kohlehydrate bei der Avitaminose gleich intensiv toxisch wirken. Stark 
toxisch wirken Glycose, Lavulose und Galaktose, schwicher toxisch, 
d. h. mit spiterem Eintritt der Vergiftung wirken Saccharose, Lactose 
Maltose, die geringste Toxizitat in dem genannten Sinne hat dic 
reine Starke. Die letztere Beobachtung mit der Starke erklart auch. 
warum Tiere bei der iiblichen vitaminfreien Fiitterung, bei der das 
Futter doch immer betrichtliche Mengen von Starke enthialt (z. b. 
bei den mit Reis gefiitterten Tauben), so ganz allmahlich an den IJn- 
toxikationserscheinungen erkranken. 

Gegen alle meine obigen Ausfiihrungen iiber die Entstehung des 
hypothetischen Zuckergiftes durch eine avitaminése Dysfunktion der 
Zelle kénnte man noch folgenden Einwand machen. 
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Durch gréBere Zuckerzufuhr wird bekanntlich die Blutglykolyse 
in vitro glhhemmt. Man kénnte nun sagen, da durch die akute Zucker- 
zufuhr im avitaminésen Zustand die glykolytische Funktion des ganzen 
Kérpers eine Hemmung erfahre und daB dann einfach weniger Zucker 
umgesetzt wiirde. 

Es kénnte dann der Zucker als solcher giftig wirken. Das ist 
aber nicht der Fall, weil im nicht avitaminésen Zustande entsprechende 
Zuckerzufuhren, die ja hier auch eine Hemmung der Kérperglykolyse 
bewirken miiBten, nicht toxisch wirken. Toxische Wirkungen nach 
Zuckerinfusionen sieht man iiberhaupt nur nach sehr groBen Zucker- 
infusionen (Lepine) (10), wie sie bei meinen Versuchen gar nicht in 
Frage kommen. 

Nicht unméglich aber ist, daB bei der Pathogenese der Zucker- 
vergiftung im avitaminésen Zustande eine abnorme Durchlassigkeit 
der HirngefiBe eine Rolle spielt. 

Auch Beobachtungen iiber die Steigerung der Glykdmie nach Fett- 
zufuhr im avitaminésen Zustande, ohne daB toxische Erscheinungen 
auftreten, beweisen, daB der Reduktionswert des Blutes als solcher 
mit den nervésen Erscheinungen in keiner direkten Beziehung steht. 
Alles in allem zeigen meine Beobachtungen, da der Reduktionswert 
des Blutes im normalen und ganz besonders im avitaminésen Zustande 
erheblichen Schwankungen unterworfen sein kann, ohne da die 
Schwankungen als solche eine charakteristische St6rung ausdriicken. 

Auf sehr vielerlei Einfliisse reagiert das Blut mit Anderungen 
seines Reduktionswertes oft im Verlauf von wenigen Stunden. Mit 
der Ermittelung des Reduktionswertes ist also noch nicht viel gewonnen ; 
viel wichtiger ist die Feststellung des Verhdltnisses der einzelnen Summan- 
den zueinander, deren Summe der Reduktionswert des Blutes ist. Dap 
diese Summanden neben Glykose aus vielerlei anderen und unter patholo- 
gischen Verhdiltnissen auch ganz besonderen ad hoc entstandenen Stoffen 
bestehen kiénnen, ist mir nicht zweifelhaft. 


Zusammenfassung. 

Aus allen meinen Versuchen geht hervor, daf bei der Avitaminose 
der Kohlehydratstoffwechsel friihzeitig und empfindlich alteriert wird. 
Diese Anomalie duBert sich zundchst in einer gesteigerten Zerstorung der 
aus der Nahrung stammenden und in den Depots des Kérpers eingelagerten 
Kohiehydratmassen. Weiterhin werden bei dem zellularen Umsatz der 
Kohlehydrate entweder auch in der Norm schon auftretende, aber bei der 
Avitaminose in gesteigerter Menge erscheinende toxische intermedidre 
Stoffwechselprodukte gebildet, oder solche Produkte entstehen iiberhawpt 
erst im avitaminésen Zustande. Die Bildung dieser toxischen Produkte 
wird durch .verschiedene Kohlehydrate in verschiedener Intensitat 
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bewirkt. Hine Folge der Anomalie des Kohlehydratstoffwechsels |. 
Avitaminose sind die beobachteten Verdnderungen im Reduktion 
des Blutes, wobei aber die Toxizitdét des Blutes in keiner direkten 
hangigkeit von den absoluten Werten der Blutreduktion steht. 

Diese friihzeitigen und schweren Stérungen im Kohlehydrats 
wechsel deuten darauf hin, daB die Zelle fiir den normalen Umsatz 
Kohlehydrate in ganz besonderer Weise auf die Vitamine angewiesen | 

Der vollkommenste Beweis dafiir, daB diese Verainderungen 
intermediiren Stoffwechsels aus dem Vitaminmangel entstehen 
die Tatsache, daB nach der Zufuhr von Vitaminen (Hefe), allerdings 
in den ersten Perioden der Krankheit, die Krankheitserscheinungen « 
aufhéren und der Blutreduktionswert sinkt. Das Vitaminbediir{nix 
haben wir stets in einem bestimmten Verhdltnis zu der eingefiihr: 
Zuckermenge feststellen kénnen. So geniigte z. B. die gleichzeitige ¢ 
von 5g Hefe neben der Zuckerzufuhr von 10 q Glucose, um die Zu 
vergiftung zu verhiiten. Wie das Versuchsprotokoll erkennen 1abt 
das Verhiltnis 1 : 2. 

DaB die Stérung des Kohlehydratstoffwechsels nur eine 17 
erscheinung der gesamten avitaminésen Erkrankung ist, braucht ni 
besonders betont zu werden. 
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Uber die chemischen Bestandteile griiner Pflanzen. 


XXVI. Mitteilung. 
Kritisches iiber das Vorkommen der Weinsiure in den Pflanzen. 
Von 
Hartwig Franzen und Fritz Helwert. 
\us dem chemischen Institut der Technischen Hochschule zu Karlsruhe.) 


(Eingeqgangen am 12. Janwar 1923.) 


AnschlieBend an unsere kritische Arbeit iiber das Vorkommen 
ler Citronensiure in den Pflanzen!) haben wir in gleicher Weise das 
Schrifttum iiber das Vorkommen der Weinsiure in den Pflanzen einer 
vitischen Durchsicht unterzogen, wobei wir auch auf einige Pilze und 
Mechten Riicksicht nahmen, um die sicher nachgewiesenen Vor- 
ommnisse dieser Siure kennenzulernen. Die Ergebnisse waren in 
liesem Falle ebenso schlecht wie bei der Apfelsiiure und bei der Citronen- 
siure. Vor allen Dingen zeichnet sich das Schrifttum iiber die Wein- 
siure durch eine Unmasse falscher Zitate aus. 189 Zitate wurden 
ifangs zusammengestellt; es zeigte sich aber schlieBlich, daB nur 
‘8 Arbeiten tibrigbleiben, nach denen in 82 Pflanzen Weinsaure ent- 
ialten sein soll. 

Was die Beurteilung der einzelnen Arbeiten anbelangt, so wurden 
wieder die gleichen Grundsiitze angewendet, die in der kritischen Arbeit 
iber das Vorkommen der Apfelsiure in den Pflanzen ausfiihrlich dar- 
velegt wurden, d.h. es wurde nur dann der Nachweis als sicher an- 
genommen, wenn quantitative Analysen der Saure selbst oder ihrer 
\bkémmlinge vorlagen, wihrend qualitative Reaktionen nicht als 
ureichend fiir einen sicheren Nachweis angesehen wurden. Wendet 
man diese Kriterien an, dann bleiben von den 82 Pflanzen, in denen 
Weinsiure vorhanden sein soll, nur eine tibrig, in der sie wahrscheinlich, 
ind drei, in denen sie sicher nachgewiesen ist. Unter diesen dreien fehlen 
iber zwei Pflanzen bzw. Friichte, in denen wir gewohnt sind Weinsiure 
ils sicher vorhanden anzunehmen, und zwar die Weintrauben und die 


1) Diese Zeitschr. 135, 384, 1923. 
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Tamarinden. Trotzdem ein exakter Nachweis der Weinsaure in . 


Friichten fehlt, diirfte es zulassig sein, sie unter die weinsiurefiih: 


aufzunehmen. Das Ergebnis der kritischen Durchsicht ist dan 


folgende : 


Weinsaure ist wahrscheinlich nachgewiesen in: 


Eiche, Quercus pedunculata (Holz). 


Weinsiure ist sicher nachgewiesen in: 


l. 


Weinstock, Vitis vinifera (Beeren). 

Tamarinde, Tamarindus indica (Friichte). 
Zuckerriibe, Beta vulgaris (unreife Riibe). 
Zuckerahorn, Acer Saccharinum (Blutungssaft). 
Vogelbeere, Pirus Aucuparia (Beeren). 


Arbeiten in denen das Vorhandensein yon Weinsaéure in Pflanzen lediglic) 


L. 


behauptet wird. 


Brandes (System der materia medica nach chemischen Prinzi;) 
von C.H. Pfaff, 2, 61, 1811): 
In der Angosturarinde, Cusparia trifoliata. 


2. G. F. Walz [Jahrb. f. prakt. Pharm. 26 (Neue Folge 28), 297, 


und 27 (Neue Folge 30), 129, 1853]: 

Im Braunwurz, Srophularia nodosa; Antonskraut, Secrophulat 
aquatica; Leinkraut, Linaria vulgaris; Zimbelkraut, Lina 
Cymbalaria; Digitalis grandiflora und lutea; Anticrhinum maji 
Th. Peckolt (The Pharm. Journ. and Transact. 10, 343, 38 
1879/80): Melonenbaum, Cadrica papaya. 

E. Stocton und C.G. Eldredge (The Chem. News 98, 191, 1909 
In Cornus sericea. 

K. v. Grundner [Buchners Repert. f.d. Pharm. 96 (oder 46), 522 
1847]: 

In den Samenkernen des Spindelbaumes, Evonymus europa 
V. Dessaignes (Journ. de Pharm. (3) 25, 1854): 

In Pelargonium roseum. 

A. Klinger und A. Bujard (Repert. d. analyt. Chem. 7, 412, 1857 
Im Mahavebaum, Bassia latifolia (B. oleracea). 


. D.S. Pratt und J.J. Rosario (The Philippine Journ. of Scicne 


Manila 8, 59, 1913): 

In reifen und unreifen Tamarinden, Tamarindus indica und 
Spondias purpurea. 

B. Reed (The Chem. News 99, 169, 1909): 

In Viburnum nudum. 


. C. B. Smith (The Chem. News 107, 266, 1913): 


In der Schneebeere, Symphoricarpus racemosus. 


R. H. Lott (The Chem. News 99, 169, 1909): 
In Pyrus arbutifolia. 
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2. G. Dragendorjf (Die Heilpflanzen d. verschiedenen Vélker u. Zeiten. 


Stuttgart 1898. S. 397 und 425): 

Im Gerbersumach, Rhus coriaria. 

In der Wurzel von Hibiscus Sabdariffa. 

v. Gorup-Besanez (Gelehrte Anzeigen, herausgegeben von Mit- 
gliedern der Kgl. Bayr. Akad. d. Wissensch. 27, 822, 1848): 

In der Tamarinde, Tamarindus indica und in Sapindus saponaria. 
C. Wilcox (The Chem. News 101, 169, 1910): 

In der Frucht von I[licioides mucronata. 


. J. B. Enz (Wittsteins Vierteljahrsschr. f. prakt. Pharm. 7, 182, 
1858): 
Im Ehrenpreis, Veronica officinalis. 


W.A.H. Naylor und EF. M. Chaplin (The Pharm. Journ. and 
Transact. (3) 20, 272, 1890): 
In Eunonymus atropurpureus. 


. C.C. Eldredge und L. M. Liddle (‘The Chem. News 95, 182, 1907): 


In Smilacina racemosa und Smilacina bifolia. 

E. Schunck. E. Knecht und L. Marchlewski (Ber. d. deutsch. chem. 
Gesellsch. 27, 488, 1894): 

In den Rebenbliattern, Vitis vinifera. 


. J. B. Enz (Wittsteins Vierteljahrsschr. f. prakt. Pharm. 8. 509, 


1859): 
In den Beeren des Zwergflieders, Sambucus ebulus. 


. G. Dragendorff (Buchners Repert. f. Pharm. 28, 82, 1874): 


Im Gerbersumach, Rhus coriaria. 

Boussinneult (Compt. rend. 96, 1397, 1883): 

In den Kakaobohnen, Theobroma Cacao. 

A. Petit (Compt. rend. 69, 760, 1869): 

In unreifen Weintrauben, Vitis vinifera. 

Lanqlois (Compt. rend. 17, 506, 1843): 

In der Weintraube, Vitis vinifera. 

Th. Peckolt (Ber. d. deutsch. pharm. Gesellsch. 14, 34, 1904): 
In der Frucht von Sideroxylon ecrassipedicellatum und in der von 
dem Sapolillbaum, Sapota Achras. 

F. E. Wallis [The Pham. Journ. of London 89 (od. (4) 35), 609, 1912]: 
In den Sennesblittern. 

E. J. Millard (The Pharm. Journ and Transact. (3) 20, 829, 
1889/90): 

In den sogenannten Cream of tartar fruits. 


. H. Bracconot (Annal. de Chim. et de Phys. (2) 51, 329, 1832): 


In Geranium zonale. 


. C. W. Scheele (Nachgelassene Briefe und Aufzeichnungen. Stoek- 


holm 1892. 39/40): 

In den Tamarinden, Tamarindus indica. 

Herberger (Buchners Repert. d. Pharm. 16, 1, 1839; Pharm. Zentral- 
blatt 1830, S. 631): 

In Tilia vulgaris. 


. Geiseler und Brandes (Arch. d. Pharm. 10, 167, 18387): 


Im Birkensaft, Betula alba. 
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Schultz (Simons Beitr. zur physiol. und path. Chem. 
Zentralbl. 1844, S. 302): 
Im Milchsaft von Asclepias syriaca. 
A. Kanger (Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 50, 52, 1903): 
In den PreiBelbeeren, Vaccinium vitis idaea, 

33. A. Petit (Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. 6, 1313, 1873): 
In den Blattern des Weinstocks, Vitis vinifera. 
A. Weiss und J. Wiesner (Botan. Ztg. 19, 42, 1861 und 20 
1862): 
Im Milchsaft der Zypressenwolfsmilch, Euphorbia Cyparissia 
in dem von Euphorbia platyphylla. 

5. G. Freudenthal (Berlin. Jahrb. f. d. Pharm. 28, oder dei 
Jahrb. 8, 313, 1822; Scheres allgem. nord. Ann. d. Chem. 2, |81! 
In der Kamille, Camilla japonica. 

S.de Luca und G. Ubaldini (Buchners neues Repert. d. Pha: 

15. 66, 1866 und Journ. de Pharm. et de Chim. (4) 3, 45, 180i 

In der Myrte, Eugenia australis. 

Flueckiger (Wittsteins Vierteljahrssch1. f. prakt. Pharm. 1 
569, 1863): 

In den Tamarinden, Tamarindus indica. 

3. J. B. Enz (Wittsteins Vierteljahrsschr. f. prakt. Pharm. 19, 6, 187) 
In den Ginsebliimchen, Bellis perennis. 

Peckolit (Ber. d. deutsch. pharm. Gesellsch. 19, 292, 1909): 
In Cyphomandra calycina. 
. Gilchrist (The Chem. News 99, 211, 1909): 
In der Frucht von Aralia hispida. 
. Sheets (The Chem. News, 103, 172, 1911): 
In Cornus paniculatum. 
Dawson (The Chem. News 106, 18, 1912): 
In Diervilla florida. 
Wiley und Maxwell (Amer. Journ. of Pharm. 1890, 5S. 216 
Journ. of Amer. chem. Soc. 12, 16, 1890): 
Im Sorghumrohr, Sorghum vulgare. 


Arbeiten, in denen die Fruchtsiuren titriert und als Weinsiure in Rechnun: 
gezogen werden. 


1. Berthelot und A. de Fleurien (Compt. rend. 58, 721, 1864): 
In den Weintrauben, Vitis vinifera. 

2. K. Windisch und K. Boehm (Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs 
GenuBbm. 8, 351, 1904): 
In den Johannisbeeren, Ribes rubrum; Stachelbeeren, 
grossularia; PreiBelbeeren, Vaccinium vitis idaea. 

3. Chauvin, Joulin und Canu (Monit. scient. (4) 22, (2) 449, 190s 
In den Kirschen, Prunus avium. 


Vauquelin (Ann. de Chim. (1) 5, 98, 1800) weichte 4 Unzen Tamarind 
Tamarindus indica, mit 8 Unzen Wasser ein, filtrierte den Auszug 
dampfte diesen auf 1 seines Volumens ein; ,,man hat einige Tropfen P 
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losung zugegeben; ein salzartiger Stoff hatte sich abgeschieden, ahnlich 
emjenigen, den man erhalt beim Verdampfen und Erkalten des Auszuges; 
erhielt hiervon 45 Grans weinsteinsaures Kalium oder Weinsteinrahm*. 
4 Unzen Tamarinden wurden einige Minuten mit 8 Unzen Wasser 
isgekocht, filtriert, die auf der Lésung schwimmende gallertartige Masse 
ntfernt und das Filtrat auf 144 seines Volumens gebracht, wobei ,,sich viele 
salzartige Kristalle absetzten, die aus echtem weinsteinsauren Kalium 


estehen; sie wogen 63 Gran“. 
Der Nachweis ist unzureichend. 


H. Einhof (Neues allgem. Journ. d. Chem. von A. F. Gehlen, 4, 463, 
i804 und Arch. d. Agrikulturchem. von Hermbstddt, 2, 14, 1806) fallte 
durch Aufkochen geklarten Saft der Knollen von Helianthus tuberosus mit 
Kalkwasser, wobei sich ein brauner, schwammiger Niederschlag absetzte, 
der nach dem Abfiltrieren und Auswaschen wei wurde. ,,Nach dem 
lrocknen gab er eine graue, durchscheinende, hornartige Substanz, die 
durch Zerreiben ein graulichweiBes Pulver lieferte. 80 Gran dieses Pulvers 
wurden mit verdiinnter Schwefelsiure tibergossen, wobei ein Aufbrausen 
erfolgte. Nach Digestion von einigen Tagen wurde filtriert und das Filtrat 
langsam bis zur Sirupskonsistenz eingedampft. Etwas von dieser sauren 
Fliissigkeit wurde in eine konzentrierte Auflésung des schwefelsauren Kali 
yetroépfelt: es bildete sich in einigen Minuten ein kérniger und schwerer 
Niederschlag, der sich ganz wie Weinstein verhielt. Dieser Yersuch beweist 
die Gegenwart der Weinséiure in den Kartoffeln.‘ 

Der Nachweis ist unzureichend. 


Merk |Trommsdorffs Journ. d. Pharm. 20 (2. Stiick), 16, 1811] be- 
handelte 1,5 Pfund des bis zur Honigdicke eingedickten klaren Saftes des 
gemeinen Erdrauchs, Fumaria officinalis, mit wasserigem Alkohol; das 


hierbei Unlésliche ,,war von gelber Farbe, fiihlte sich trocken und erdig 
an und hatte einen bitteren Geschmack. Es léste sich ganz in Saure, aber 
nur zum Teil in Wasser auf; 20 Gran des in Wasser und in kochendem 
Wasser unaufléslichen Riickstands wurden in reiner Salzsiure gelést und 
untersuchte nun seine Bestandteile, fand aber, daB es nichts als weinstein- 
saurer Kalk war. Um sicher zu gehen, wurde der Rest mit ?/, seines Volu- 
mens reiner Schwefelsiiure behandelt. Nachdem es einige Zeit gestanden, 
wurde es mit noch mehr Wasser verdinnt, filtriert und die helle Auflésung 
verdunstet. Ich erhielt sauer schmeckende Kristalle, die von anhingendem 
Extraktivstoff noch etwas gefarbt waren, sich tbrigens wie Weinsaure 
verhielten. ** 

Der Nachweis ist unzureichend. 

I. Berzelius (Schweiggers Journ. f. Chem. u. Phys. 7, 327, 1813) extra- 
hierte 10g getrocknetes und gepulvertes islandisches Moos mit Alkohol. 
Der alkoholische Extrakt wurde zur Trockne eingedampft, der Riickstand 
mit lauem Wasser iibergossen und das Unlésliche abfiltriert. Das Filtrat 
wurde verdunstet, wodurch ein brauner Sirup mit eingemengten braunen 
Kristallen hinterblieb. ,,Um jene Kristalle abzuscheiden wurde die Masse 
mit Alkohol iibergossen, der den Sirup aufléste, das Salz aber mit brauner 
Farbe zuriicklieB. Etwas Wasser auf diesen Riickstand gegossen nahm das 
Extrakt und einen Teil des Salzes auf, 0,09 g blieben mit ganz weiBer Farbe 
zuriick. Diese zeigten sich im Munde schwer aufléslich, schmeckten sauerlich- 
bitter, réteten Lackmus, erhitzt verkohlte es, schwoll auf, roch sauerlich- 
brenzlich und hinterlieB eine l6cherige Kohle, die beim Einaschern ziemlich 
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viel Alkali zuriicklieB. Von den zwei schwer aufléslichen sauren Kalisa 
die in den Pflanzen vorkommen, dem Sauerkleesalz und dem Wein 
konnte dieser Riickstand nur der letzte sein. Er gab zwar beim Verbre: 
nicht ganz denselben Geruch wie der Weinstein, dies riihrte jedoch off 


ser 

von dem Anteil Extrakt her, von welchem er nicht vollkommen }y Li 

werden konnte. Der in Wasser aufgeléste Anteil gab durch Verdun wu 

eine ganz und gar kristallisierte, aber gelbbraune Masse, an Gewicht 6 Nir 

die sich ebenfalls als Weinstein erwies.** Essi 
Der Nachweis ist unzureichend. we 
P.C. Geiger (Schweiggers Journ. f. Chem. u. Phys. 15, 483, Is): die 

filite Triinenwasser der Rebe, Vitis vinifera, mit neutralem essigsa) 

Blei, wodurch ein weiber Niederschlag entstand. Zum Bleiniedersc)ilag 

wurde Schwefelsiure zugesetzt und mit wenig Wasser digeriert, dann klia 


filtriert; ,,zu dem Filtrat etwas Kalilésung gegeben, erzeugte sog): Het 
regenerierten Weinstein‘. 


Filt 
Das Filtrat vom Bleiniederschlag wurde gelinde verdunstet, ,,beirn sch 
Erhitzen bis beinahe zum Kochen triibte sich die Fliissigkeit stark, wird Det 
aber beim Erkalten wieder hell, dies geschah so oft, so oft sie abwechselnd des 
erhitzt und wieder abgekiihlt wurde. Weitere Versuche zeigten, dat} sic Au 
kalkhaltiges, saures weinsteinsaures Kali sei.*‘ dal. 
Der Nachweis ist unzureichend. mit 
Lassaigne und Feneulle (Ann. de Chim. et de Phys. (2) 16, 21, 1821; ie 
Journ. de Pharm. 7, 552, 1821) kochten ,,mit schwacher Salzsiure Senne- 
blatter, die mit Ather und Wasser erschépft waren; man fallte die filtrieri: 
Fliissigkeit mit einem Uberschu8 von Ammoniak; der gesammelte und yu tri 
gewaschene Niederschlag wurde mit Kaliumcarbonat 1% Stunde erhitzt, mi 
die filtrierte Fliissigkeit mit Salpetersiiure gesattigt, mit Bleinitrat gefiillt, me 
der gut gewaschene Niederschlag mit Schwefelwasserstoff zerlegt, vom ger 
Bleisulfid abfiltriert und eingedunstet; man erhielt bei Erkalten recht we 
saure, weiBe Kristalle, deren Auflésung Kalk- und Barytwasser in weilie Pr 
Flocken fallte und in welcher ein wenig Pottasche die Bildung von kleinen sal 
Kristallen des gereinigten Weinsteins hervorbrachte; dies ist also auge ab 
scheinlich Weinsiure“. sc] 
Der Nachweis ist unzureichend, Ki 
J. Pelletier (Ann. de Chim. et de Phys. (2) 16, 341, 1821) extrahierte 
Pfeffer, Piper nigrum, mit Alkohol. Die alkoholischen Ausziige wurden 
eingedampft, der Riickstand mit kochendem Wasser erschépft und di ge 


wasserigen Ausziige mit Bleiacetat gefallt. ,,Der Bleiniederschlag, iit W 
Schwefelwasserstoff zerlegt, gab eine sehr saure, braunliche Fliissigkeit, 
die einen weiBen Bleiniederschlag, mit Kalkwasser eine leichte Tritbung 


er 
und mit Baryt einen weiBen in Salpetersiure léslichen Niederschlag gal): ki 
endlich hatte sie alle Eigenschaften, die man bei der Apfelsaure findet ; bi 
wir glauben indessen, daB die saure Fliissigkeit etwas Weinsiure enthiil': 8 
denn nach dem Sattigen mit Kali und nachdem einige Tropfen Essigsiiur M 
hinzugefiigt waren, bildete sich nach einigen Stunden ein leichter. kérniy: V 
Niederschlag, hart und kristallin, dec nichts anderes als Weinsteinrahm wa! b 
Der Nachweis ist unzureichend. 
H. Bracconot (Ann. de Chim. et de Phys. (3) 25, 365, 1824) priifte de 
in kochendem Wasser unléslichen Teil des Niederschlags, der sich sponta: I 
in dem Safte von Topinamburknollen, Helianthus tuberosus, bildet. ,,Dieser d 


Stoff 0,56 g aus 500 g Knollen wurde mit sehr verdiinnter Salzsiure diy: I 
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rert. Ammoniak bildete in der filtrierten Fliissigkeit einen weiBlichen 
Niederschlag von 0,07 g. Mit einer sehr kleinen Menge verdiinnter Schwefel- 
siure zerlegt, dann mit Alkohol versetzt, erhielt man eine wohl kristalli- 
sierte Saure, die ich fiir Citronensaure hielt; aber nachdem ich sie mit 
Lischpapier zusammengedriickt und wieder in Wasser aufgelést hatte, 
wurde ein Tropfen dieser Lésung reichlich mit Bleiacetat gefallt, und der 
Niederschlag verschwand vollstandig mit Salpetersaéure, aber nicht mit 
Essigsdure. Ein anderer Teil dieser in Wasser gelésten Saure wurde teil- 
weise mit Kalium gesiattigt, wobei Weinstein ausfiel; so sind diese 0,07 g, 
die sich in sechwacher Salzsiure lésen, weinsteinsaures Kalium.** 
Der Nachweis ist unzureichend. 


L. F. Bley (Neues Journ. d. Pharm. von Trommsdorff (2) 14, 49, 1827) 
klarte einen kalten wasserigen Auszug des mexikanischen Traubenkrauts, 
Herba Chenopodii ambrosioidis, durch Aufkochen und behandelte das 
Filtrat so lange mit Alkohol, bis keine Tribung mehr entstand; der Nieder- 
schlag wurde mit Wassee digeriert, filtriert und das Filtrat eingedunstet. 
Der so erhaltene Riickstand wurde mit Alkohol digeriert: beim Verdunsten 
des alkoholischen, wenig gefarbten Auszugs kristallisierte ein Salz aus. 
Aus einer ganzen Reihe qualitativer Reaktionen, die aber keineswegs zeigen, 
da die fragliche Saure Weinsaure ist und aus der Kristallform: Rhomboeder 
mit abgestumpften Flachen, schlieBt Bley: ,,lch bin geneigt dieses Salz 
fir kalisches weinsteinsaures Kali zu halten.* 

Der Nachweis ist unzureichend. 

A. Buchner (Buchners Repert. d. Pharm. (1) 37, 228, 1831) konzen- 
trierte den filtrierten Saft eines Blattes von Agave Americana und fillte 
mit Alkohol kasige, klebrige Flocken, die nach dem Austrocknen sich nicht 
mehr vollstandig in Wasser lésten. ,,Die mit kochendem Wasser daraus 
gezogene Auflésung des Schleimes gab mit oxalsaurem Kali einen haufigen, 
weiBen Niederschlag; mit salpetersaurem Silber gleichfalls ein weiBes 
Prazipitat, das in Salpetersiure unaufléslich war; auch Kalkwasser und 
salpetersaures Baryt gaben weiBe Truibungen, die sich in Salpetersaure 
aber wieder auflésten; aus einigen anderen Versuchen ging mit vieler Wahr 
scheinlichkeit hervor, daB in diesem Anteil des Saftes nebst saizsaurem 
Kalk auch weinsteinsaurer Kalk enthalten war.’ 

Der Nachweis ist unzureichend. 

Delile (Journ. de Pharm. 18, 38, 1832) untersuchte den aus im Mai 
gesammelten Weintrauben, Vitis vinifera, erhaltenen Saft in folgender 
Weise: ,,Dureh Erhitzen des Weinsafts erhalt man einen wenig reichen 
Extraktivstoff, der von der Fliissigkeit abgetrennt wurde. Aus dem Filtrat 
erhalt man durch Kristallisation aus 2 kg Weinsaft 36 g eines sauerlichen, 
kérnigen Salzes, das unter den Zahnen knirscht und Karamelgeruch ver- 
breitet, wenn man es auf gliihende Kohlen wirft; charakteristische Eigen- 
schaften des Kaliumbitartrates. Ich erhielt auch durch Eindampfen dee 
Mutterlaugen Weinstein. Dieses Salz wae léslich in einem UberschuB8 von 
Weinsaure ohne Aufbrausen; wenn es mit konzentrierter Schwefelsaéure 
behandelt wurde, verwandelte es sich nicht in Essigsiiure.** 

Der Nachweis ist unzureichend. 


Justus Liebig (Ann. d. Pharm. 5, 141, 1833) fallte Vogelbeerensaft, 
Pirus Aucuparia, mit Bleiacetat; der Niederschlag wird so lange mit ver- 
diinnter Schwefelsiure gekocht, bis er seine kérnige Beschaffenheit ver- 
loren hat. Zu der breiartigen Masse wird Schwefelbarium hinzugesetzt, 
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bis Baryt im Uberschu8 vorhanden ist. Nach dem Abfiltrieren des | 
sulfids wird mit Schwefelbarium und zuletzt mit Bariumcarbonat 
standig gesittigt und erhitzt. Beim Neutralisieren bildet sich stets 
groBer, korniger Niederschlag von weinsteinsaurem und _ citronensau 
Baryt; hiervon wird abfiltriert und die Apfelsiure durch Schwefels: 
in Freiheit gesetzt. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


Reinsch |Buchners Repert. d. Pharm. 58 (oder 2. Reihe 8), 396, 18 
behandelte 3 Jahre alten Sturmhut, Aconitum napellus, mit heiBem Was 
beim Eindampfen des wiisserigen Auszuges blieb ein gelbliches Salz zurii: 
das in kochendem Wasser gelést wurde. Aus der heifB filtrierten Lésiny 
, schossen beim Erkalten kleine rhombische Kristalle, die in kaltem Wasse1 
unléslich sind. Die Lésung gab folgende Reaktionen: Ammoniak k 
Fillung, kohlensaures Natron voluminésen weiBen Niederschlag, der i), 
UberschuB unléslich war, kleesaures Kali in groBer Verdiinnung ein 
Triibung, Schwefelsiiure gab einen kristallinen Gipsniederschlag’. — ,,.\|s 
ich einen Teil des trocknen Salzes in einer Glasréhre erhitzte, gab es zuerst 
Wasser von sich, dann schwoll es auf, wurde braun, endlich schwarz wid 
verbreitete zugleich einen deutlichen Geruch wie nach verbranntem Weir 
stein.** Die wiasserige Lésung der freien Siure gab ,,mit essigsaurem Kal 
geprift, nach einiger Zeit eine Triibung, die auf Weinsteinsaure schliebe 
laBt, so daB ich annehmen zu diirfen glaube, es sei weinsteinsaurer Kalk 
in meinem Extractum Aconiti gewesen*. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


G. C. Wittstein [Buchners Repert. d. Pharm. 63 (oder 2. Reihe 13), | 
1838] entfernte aus dem Saft der Beeren des. Sanddorns, Hippophae rhan 
noides, mit Alkohol die Pektinstoffe und fallte dann mit Bleizucker. Durch, 
Ausziehen des Bleiniederschlags mit Wasser wurde das apfelsaure [B) 
abgetrennt. Das riickstaéindige graublaue Pulver wurde mit Schwefe! 
wasserstoff zerlegt. ,,Die erhaltene farblose, sehr sauer schmeckende Fliissiz 
keit gab mit Kalkwasser einen weiBen Niederschlag, der durch eine Aut 
lésung von Salmiak verschwand. Barytwasser triibte diese ebenfalls 
Kalilauge (bei Uberschu8 von Siiure) nach einiger Zeit einen kristallinische: 
Niederschlag. Oxalsaures Ammonium erzeugte eine weiBe Triibung. Chlor 
barium sehr leicht Triibung, die durch Salzsiure nicht verschwand. 
Essigsaures Bleioxyd erzeugte einen weiBen Niederschlag, der durch Am 
moniak weder ganz gelést, noch verandert wurde.‘ ,,Nach vorstehenden 
Versuchen kann die in der in Wasser unauflésliche Bleiverbindung ent 
haltene Saéure wohl keine andere als Weinsteinsaure sein.‘ 

Der Nachweis ist unzureichend. 


G. C. Wittstein [Buchners Repert. f.d. Pharm. 96 (oder 2. Reihe 45). 
317, 1847] fallte einen wisserigen Auszug des wilden Weins, Vitis hederaces. 
mit Bleiacetat. Der mit Schwefelwasserstoff zerlegte Bleiniederschlag 
gab mit Kalkwasser eine weiBe, durch Salmiak leicht wieder verschwinden«: 
Triibung. Ein anderer Teil des Filtrats wurde mit Quecksilber gefallt wc 
der Niederschlag ahnlich wie der Bleiniederschlag behandelt; ,,auch hic 
zeigte sich, da die organische mit Metalloxyd verbundene Saure nicht 
als Weinsiure war‘. ,,In den griinen, wie in den geréteten Blattern beo! 
achtete ich unter starker VergroBerung zahlreiche Biischel spieBiger kK: 
stalle von weinsteinsaurem Kalk.“ 

Der Nachweis ist unzureichend. 
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C. Riegel |Arch. d. Pharm. (2) 55 (oder ganze Reihe 105), 151, 1848] 
ersuchte die reifen Beeren von Vitis sylvestris und behauptet, der durch 
baryt im zerlegten Bleiniederschlag entstehende Niederschlag sei ein 
nisch von weinsteinsaurem, Apfelsaurem und einer geringen Menge 
onensaurem Baryt. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


J. Wolff (Wittsteins Vierteljahrsschr. f. prakt. Pharm. 3, 1, 1854) zog 
fem gepulverte Birkenschwimme, Boletus scaber, mit Wasser aus und 
fallte mit Bleizucker. Der mit Schwefelwasserstoff zerlegte Bleinieder- 
schlag wurde zur Sirupdicke eingedampft und der Riickstand mit Wasser 
aufgenommen. ,,Die Losung gab mit Kalkwasser einen in Salmiak lés- 
lichen Niederschlag. Die von diesem Niederschlag abgetrennte Fliissigkeit 
triibte sich beim Erhitzen. Mit Bariumechlorid entstand in dieser Lésung 
kein Niederschlag, ebenso keiner durch Erwirmen -mit molybdansaurem 
Ammon und Salpetersiure. Demnach bestehen die von Riegel gefundene 
Schwamm- und Boletsiure aus Weinsteinsiure, Citronensiiture und Apfel- 
saiure.** 

Der Nachweis ist unzureichend. 

J. B. Enz (Wittsteins Vierteljahrsschr. f. prakt. Pharm. 5, 196, 1856) 
extrahierte 2 kg zerquetschte Beeren der Heckenkirsche, Lonicera xylo- 
steum, zuerst mit Ather, dann mit Alkohol und schlieBlich mit Wasser. 
Mit der wiasserigen Auszug wurden eine ganze Reihe Reaktionen, teils 
Fallungsreaktionen, teils Farbenreaktionen angestellt, durch welche aber 
die Saure keineswegs als Weinsaure gekennzeichnet wird. Enz schlieBt 
aus diesen Reaktionen: ,,Wasseriger Auszug unter anderem Weinsiiure“. 

Der Nachweis ist unzureichend, 

E.. Schreiner (Wittsteins Vierteljahrsschr. f. prakt. Pharm. 5, 207, 1856) 
digerierte 12 Unzen Schlehen, Prunus spinosa, mit Wasser und fallte den 
wiasserigen Auszug mit Bleizucker. Das Filtrat vom Bleiniederschlag wurde 
mit Ammoniak gesittigt und der hierbei entstehende Niederschlag ab- 
filtriert. Das Filtrat vom Ammoniakniederschlag wurde mit Schwefel- 
wasserstoff entbleit, zur Sirupdicke eingedampft und ergab ,,einen schénen 
roten, sauersiiB schmeckenden Sirup, von dem ein Teil mit Kalilauge par- 
tiell gesattigt, ein weiBes, kristallinisches Pulver abschied, welches mit 
Weingeist gewaschen und getrocknet beim Erhitzen nach verbrennendem 
Zucker roch und verkohlite, folglich Weinstein sein muBte™. ,,Ein anderer 
Teil des Sirups, mit Wasser verdiinnt, filtriert und mit Kalkwasser versetzt, 
lie8 allmahich einen Niederschlag fallen, der ebenfalls unter Verbreitung 
eines Geruchs nach verbrennendem Zucker verkohlite, also weinsteinsaurer 
Kalk war.‘' ,,Durch diese Versuche ist die Gegenwart von mehreren organi- 


schen Sauren — eisengriinender Gerbsaure, Apfelsiure und Weinsiiure — in 
den Schlehen unzweifefhaft nachgewiesen.** 


Der Nachweis ist unzureichend. 

Wittstein (Wittsteins Vierteljahrsschr. f. prakt. Pharm. 6, 192, 1857) 
untersuchte den Saft, den der Weinstock, Vitis vinifera, zu Anfang des 
Friihlings, vor dem Ausbruch der Blattknospen, an den frischen Schnitt- 
flachen des Stammes und der Zweige absondert. 50 Unzen Saft wurden 
bei gelinder Warme verdunstet, wobei sich eine feine, k6rnige, kristalline 
Masse ausschied, die nur wenige Gran betrug, gelblichweiB und vollig ge- 
schmacklos war. ,,In Salzsiure léste sich die kristalline Materie leicht auf; 
als man die Lésung in einem Uhrglas mit etwas Kalilauge versetzte und 
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mit einem Glasstab umriihrte, erfolgte bald eine pulverig_ kristallini 
Abscheidung von Weinstein. Die in Rede stehende Substanz best 
folglich wesentlich aus weinsteinsaurem Kalk.” 

Der Nachweis ist unzureichend. 


J. B. Enz (Wittsteins Vierteljahrsschr. f. prakt. Pharm. 8, 311, 1859 
preBte Holunderbeeren, Sambucus nigra, aus und fillte den filtrierten Saf 
mit Bleizucker. Der lackmusblaue Niederschlag léste sich nicht \ 
kommen in Essigsiiure; die Lésung gab beim Erkalten ,,feine, nadelf6rn 
Kristalle, die, mit Wasser erhitzt, zu einer harzihnlichen Masse zusamm 
schmolzen, die nach dem Erkalten spréde war. Das Filtrat vom B 
niederschlag gab mit Ammoniak einen schmutzig hellblauen Niedersch! 
der mit Wasser ausgekocht wurde. Nach dem Entbleien des Niederschlag: 
mit Schwefelwasserstoff wurde eingedampft; der so erhaltene Sirup gut 
mit Kalilauge versetzt, ergab ,,ein wenig weiBes kristallinisches Pulver, das. 
mit Weingeist gewaschen und getrocknet, beim Erhitzen nach verbrennende; 
Zucker roch. Ein anderer Teil mit Kalkwasser versetzt, lieB allmih! 
einen Niederschlag fallen, welcher sich gréBtenteils in Salmiak lést« 
Weinsaure 

Der Nachweis ist unzureichend. 

J.B. Enz (Wittsteins Vierteljahrsschr. f. prakt. Pharm. 9, 15, 1860) 
digerierte 1 Unze der zerschnittenen Wurzeln des Zwergflieders, Sambux 
ebulus, mit 80 proz. Alkohol und filtrierte heiB. Im Filtrat entstand na 
Zusatz von Ather ein weiBes, flockiges Pulver (Saponine); dieses wurd 
abfiltriert und der Alkohol verdampft, ,,Riickstand in Wasser aufgenomni 
von Unloéslichem abfiltriert. Kalkwasser bewirkte nach und nach ein 
hellgelben Niederschlag, welcher durch Salmiaklésung vollstandig ve 
schwand: Weinsiure.** 

Der Nachweis ist unzureichend. 

Deschamps (Ann. de Chim. et de Phys. (4) 1, 457, 1864) zog die 
trockneten Samenkapseln des Schlafmohns, Papaver somniferum, mit 
kochendem Wasser aus und fallte das klare Filtrat mit neutralem Bk 
acetat. Der Bleiniederschlag wurde mit Schwefelwasserstoff zerlegt, das 
Filtrat vom Bleisulfid mit 95gradigem Alkohol behandelt, der Niederschlay 
abfiltriert, Soda im Uberschu8 hinzugefiigt und absitzen gelassen. Nac! 
dem Filtrieren wurde der Alkohol abdestilliert, wiederum mit Bleiacet: 
gefallt, mit Schwefelwasserstoff zerlegt, zur Halfte mit Ammoncarbonat 
gesattigt, eingeengt und an einen warmen Ort zur Kristallisation gestell| 
Das ausgeschiedene und abfiltrierte Salz wurde mit 80griadigem Alkohv! 
behandelt. ,,Das in Alkohol unlésliche Ammoniumsalz wurde mit heil 
Wasser behandelt, filtriert und sich selbst tiberlassen. Man erhalt ein weiles 
Salz, das leicht zu reinigen ist, da es leicht kristallisiert. Das Salz ist An 
moniumbitartrat.‘‘ ; 

Der Nachweis ist unzureichend. 


H, Ludwig (Arch. d. Pharm. 193, 36, 1870) zog Astragaluszweige 1 
warmem Wasser aus und extrahierte den zur Trockne eingedampfte 
Auszug mit 90proz. Alkohol. Das in Alkohol Unlésliche wurde mit Wasse' 
aufgenommen, mit Bleizucker gefallt und der geringe Niederschlag m' 
Schwefelwasserstoff zerlegt. Die nur in geringer Menge erhaltene Siu 
lieB nur wenige Reaktionen zu, ,,aus denen aber hervorging, daB kei: 
Gerbsaéure vorhanden war, wohl aber etwas Weinsiure™. 

Der Nachweis ist unzureichend. 
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V. Leutner (Pharm. Zeitscbr. f. RuBland 10, 687, 1871) digerierte mit 
Ather und Alkohol erschépfte Vanillefriichte, Vanilla planifolia, mit Wasser, 
falite mit Bleiacetat und entfernte aus dem Bleiniederschlag durch Aus- 
kochen mit Wasser das apfelsaure Blei. Der in kochendem Wasser unldés- 
iche Teil des Bleiniederschlags wurde mit Essigsiure digeriert und vom 
Ungelésten abfiltriert. ,,Zu der braunen essigsauren Lésung wurde jetzt 
Ammoniak bis fast zur Neutralisation hinzugefiigt, wodurch sich der in 
Essigsaure geléste Teil des Bleiniederschlags wieder abschied, welcher nun 
gesammelt, in dem mehrfachen Volumen absoluten Alkohols suspendiert 
und durch Schwefelwasserstoff zersetzt wurde." In dem eingedampften 
Filtrat vom Bleisulfid brachte ,,Chlorecalctum und Kalkwasser einen Nieder- 
schlag hervor, welcher sich in Chlorammonium wieder loste*’. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

E. v. Gorup-Besanez (Ann. d. Chem, u. Pharm. 161, 225, 1872) zog zer- 
quetsehte Blatter des wilden Weins, Vitis hederacea, mit Wasser aus, 
schied das EiweifS durch Kochen ab und dampfte den filtrierten Auszug 
zi eimem diinnen Sirup ein. Beim Stehen an einem kuhlen Orte schieden 
sich reichlich Kristalle aus, die sich als ein Gemenge von weinsaurem Kalium, 
neutralem weinsaurem Calcium und etwas Gips erwiesen. Die Mutter- 
laugen dieser Kristallisationen mit 90 proz. Alkohol vermischt, schieden 
Weinstein, Gummi und Gips aus. Das Filtrat hiervon nach Verjagen des 
Alkohols mit Wasser verdiinnt und mit Bleizucker gefallt, gab nach Zer- 
legen des Bleiniederschlags mit Schwefelwasserstoff Weinsaure ,,bestimmt 
durch die Eigenschaften, den Wassergehalt und die Molekularbestimmung 
des Kalksalzes”’. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

v. Dragendorff (Arch. d. Pharm. 212, 106 und 121, 1878) entfernte 
aus einer wisserigen Abkochung des abessinischen Heilmittels Add-Add, 
Blatter von Celastrus obscurus, den Pflanzenschleim durch Alkohol. Nach 
dem Abdestillieren der fliichtigen Bestandteile wurde die Gerbséiure durch 
Kupferacetat gefallt, schnell filtriert und das Filtrat mit Bleiacetat versetzt. 
Hierdurch wurden die Pflanzensiuren gefallt. Nach Zerlegen des Blei- 
niederschlags mit Schwefelwasserstoff, ergab eine qualitative Untersuchung 
vorzugsweise die Gegenwart von Weinsaure (Fiallbarkeit durch Kalkwasser 
in der Kalte, Léslichkeit des Niederschlags durch Chlorammon). 

Weiter wurde nach dem gleichen Arbeitsverfahren Tschuki oder Zer- 
schlitt, Bliiten und Friichte von Ubyaea Schymperi untersucht. — ,,Die 
qualitative Analyse ergab die Anwesenheit von wenig Oxalsiiure und 
Citronensiure und etwas mehr Weinsiiure.* 

Der Nachweis ist unzureichend. 

W. Gruening (Arch. d. Pharm. 220, 594, 1882) extrahierte 200g der 
Rhizome der weiBen und gelben Teichrose, Nymphaea alba und lutea, mit 
Wasser. Der wisserige Auszug wurde durch Kupferacetat von Gerbsaure 
befreit, aus dem Filtrat das Kupfer durch Schwefelwasserstoff entfernt 
und dann mit Bleiacetat gefallt. Der Bleiniederschlag wurde mit Schwefel- 
wasserstoff zerlegt, mit Natronlauge neutralisiert und mit Chlorcalcium 
und Kalkwasser versetzt. Der verhaltnismaBig groBe Niederschlag enthielt 
die Kalksalze der Weinsaure und Oxalsaure, letztere jedoch nur in geringer 
Menge. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

A. Hilger und L. Gross (Landwirtschaftl. Versuchsstationen 38, 178, 
1887) untersuchte die jungen Sch6Blinge, die Ranken, junge und Altere 
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Blatter, junges und reifes Holz, reife und halbreife Friichte des Weinst: 
Vitis vinifera, und zwar in frischem Zustande. Die einzelnen Teile wu 
zerquetscht, ein wisseriger Auszug hergestellt und nach Entfernung 
Eiweibstoffe durch Koagulieren mit basisch essigsaurem Bleioxyd gef 
Aus dem mit Schwefelwasserstoff zerlegten Bleiniederschlag schied 
nach dem Eindampfen eine reichliche Kristallisation aus. Ein Teil 
Mutterlaugen wurde mit kohlensaurem Natron neutralisiert, wodurch 
kristalliner Niederschlag erhalten wurde. Der zweite und gréBere Teil 
Mutterlauge wurde nath vergeblichen Versuchen, die farbenden Besta 
teile zu isolieren, zur Trockne eingedampft und mit wenig Wasser wi: 
aufgenommen. Nach monatelangem Stehen wurden nochmals kristallinis 
Abscheidungen erhalten, die mit den iibrigen vereinigt wurden. Die vi 
einigten kristallinen K6érper wurden mit Wasser zu einer gesittigten Lis 
aufgenommen und nach den folgenden zwei Methoden untersucht. 

l. ,,Zu der gesattigten Lésung wurde essigsaures Kali in alkoholise)ier 
Lésung, dann die Halfte des Volumens Alkohol hinzugefiigt und im ve 
sehlossenen Kolben mehrere Tage stehen gelassen. Die Weinsaure schied 
sich in reichlicher Menge als Bitartrat ab. Durch Versetzen mit frischen 
Kalkwasser bis zur schwach sauren Reaktion wurde die Oxalsaure aus 
gefallt. Durch vollstiindiges Ausfaillen mit Kalkwasser wurde nun wein-ox 
und citronensaurer Kalk ausgeschieden. Dieser wurde nach dem A} 
filtrieren durch etwa 10 Minuten langes Erwiarmen mit Kalilauge auf dey 
Wasserbade getrennt. Weinsteinsaurer Kalk geht in Lésung, citronen 
und oxalsaurer nicht.“ 

2. Der zweite Teil der gesattigten Lésung wurde mit Ammoniak 1 
tralisiert und bis zur beginnenden Kristallisation eingedampft. Dann wurde 
nochmals mit Ammoniak neutralisiert, ungefahr das zweifache Volumen 
Alkohol zugegeben und die gesamte Masse im geschlossenem GefaiB stehen 
gelassen. Nach mehreren Tagen hatte sich eine Kristallmasse abgeschieden, 
die aus weinsaurem, oxalsaurem und citronensaurem Ammon. bestehen 
konnte. Zur Trennung wurde mit Essigsiure angesiiuert, und nach dem 
Aufnehmen mit Wasser mit alkoholischem, essigsaurem Kali die Weinsiur 
ausgefaillt. ,,Die Erkennung der Weinsiiure in den einzelnen Fallen war 
auf folgende Reaktionen basiert: Léslichkeit des weinsauren Kalks in 
Kalilauge und Ammonchlorid, Fillbarkeit durch alkoholische Kalium 
acetatlosung und Verhalten gegen Silbersalze.“* Nach diesem Verfahren 
fanden die Forscher Weinsaéure in den Ranken, Blattern und _ halbreifen 
Friichten. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


K. Fritsch (Arch. d. Pharm. 227, 219, 1880) preBte Cantarellus cibarius 
in mOéglichst frischem Zustande aus und versetzte den Saft mit Caleiun 
carbonat. Die gesammelten und mit Wasser gewaschenen Calciumniede: 
schlage wurden in die Kaliumsalze umgewandelt und diese mit heiBe 
Wasser aufgenommen. Die schwach mit Essigsaéure tibersittigte Loésuny 
wurde mit Calciumchlorid versetzt, die Mischung 24 Stunden stehen g 
lassen, das abgeschiedene Calciumoxalat abfiltriert und das Filtrat mit 
Kalkwasser schwach alkalisch gemacht. Es schied sich ein voluminéser, 
bald kristallinisch werdender Niederschlag aus, der durch folgende Reak 
tionen als weinsaurer Kalk gekennzeichnet wurde: das weinsaure Caleiur 
konnte bereits durch seine Léslichkeit in Chlorammonlésung und Kalilaug: 
von den Kalksalzen anderer Siuren unterschieden werden. Uber das 
Natrium- und Bleisalz wurde die freie Saiure hergestellt. Ihre Lésung wurd 
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it Kaliumacetat versetzt, wodurch sehr bald der charakteristische Nieder- 


hlag des sauren weinsauren Kaliums, der sich in kochendem Wasser, 


\Ikalien und Sauren léste, entstand. Die freie Saiure, auf dem Platinblech 
erbrannt, gab Karamelgeruch. 
Der Nachweis ist unzureichend. 


F. Oelze (Sitzungsber. d. phys.-med. Soe. in Erlangen 1890, Heft 22, 


s.17) unterwarf 100g Bliiten der PreiBelbeeren, Vaccinium vitis idaea, 
der Wasserdampfdestillation, zog den Destillationsriickstand mit Wasser 
ws und fallte den wiisserigen Auszug mit Bleiacetat. Die Fallung wurde 
mit Schwefelwasserstoff zerlegt und das Filtrat vom Bleisulfid mit Ather 
wsgeschiittelt. ,,Die mit Ather ausgeschiittelte Lésung wurde mit Natrium- 
carbonat neutralisiert, Kalkwasser beigefiigt und mit einem Uberschub 
von Caleiumchlorid versetzt. Es entstand ein geringer Niederschlag von 
weinsaurem Calcium." 

Der Nachweis ist unzureichend. 

W. Kaupitz (Pharm. Zentralhalle f. Deutschl. 41, 347, 1900) unter 
suchte den rotbraunen, krustenartigen Bodensatz eines | Jahr gelagerten 
Himbeersafts, Rubus idaeus. Nach Entfernung des Farbstoffs war er 
ein weiBes, fein kristallines Pulver, welches unter dem Mikroskop die Kristall- 
form des Weinsteins zeigte. ,,Der kristallinische Niederschlag wurde ge- 
sammelt und mit demselben versucht die fiir die Weinsiiture charakteristi- 
schen Reaktionen zu erhalten; der Erfolg konnte als positives Resultat 
bezeichnet werden.‘* Das Auftreten der Weinsaure und namentlich des 
Weinsteins fiihrt Verfasser auf stille Garung zuriick. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

L. O. Schlotterbeck und H. C. Watkins (Journ. of the Amer. Chem. 
Soc. 25, 600, 1903) perkolierten nach der Behandlung mit Chloroform 
kletternden Erdrauch, Adlumia cirrhosa, mit heiBem Wasser und engten 
den Auszug ein. Beim Erkalten setzte sich ein Bodensatz ab, der mit Wasser 
gut gewaschen wurde. Die Masse — ein Gemisch von Ammonium- und 
Calciumsalzen — wurde in heiBem Wasser unter Zusatz von etwas Essig- 
sure gelést, mit basischem Bleiacetat gefallt, der Niederschlag mit Schwefel- 
wasserstoff zerlegt, das Filtrat vom Bleisulfid eingeengt, mit Alkohol aus- 
gekocht und filtriert. Aus dem Filtrat setzte sich beim Abkiihlen ein weiBer 
Niederschlag ab, der Calcium enthielt und in dem Calciumtartrat vermutet 
wurde. Er wurde in Essigsiure gelést und mit ammoniakalischer Silber- 
losung versetzt, beim Kochen setzte sich ein Silberspiegel ab. Die freie 
Siure wurde durch Calciumhydroxyd in der Kilte gefillt. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

S. Kostyschew (Zeitschr. f. physiol. Chem. 65, 381, 1910) verrieb 750 g 
frisch ausgelesene Pilze, Psalliota Campestris, mit Quarzsand, versetzte 
mit 3 Liter Wasser und kochte 1 Stunde unter RiickfluB. Der rote, gegen 
Lackmus und Kongorot neutrale Extrakt wurde filtriert, mit basischem 
Bleiacetat gefallt und der Bleiniederschlag mit Schwefelwasserstoff zerlegt. 
Das Filtrat vom Bleisulfid ,,enthielt eine bedeutende Menge Phosphorsiure, 
ueben welcher nur Spuren von Apfelsiure und Weinsiure vorhanden waren‘. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

Ch. Ordonneau (Bull. de la Soe. chim. de Paris (3) 6, 261, 1891) 
echielt durch Behandeln des Saftes griiner Trauben, Vitis vinifera, mit 
Caletumearbonat oder mit Kalk einen voluminésen Niederschlag, der 
manchmal 20g pro Liter ausmachte. Dieser Niederschlag setzt sich aus 
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einer Mischung von zwei Salzen zusammen: das eine, orthorhomb)-«| 
Kristalle, ist weinsaurer Kalk, das andere besteht aus nadelf6rn) 
Kristallen, manchmal nach Art des Asbestes gruppiert. Wenn der Nie je 
schlag mit demselben Traubensaft gekocht wird, kristallisiert beim Erk: |te 
nach dem Filtrieren das Salz vollkommen wei aus. Man erhalt so eine) 
unléslichen Niederschlag von weinsaurem Kalk und einer Kristallis:: jc; 
des anderen Salzes. Der Forscher nimmt an, daB es ein Doppelsalz vo: 
weinsaurem und apfelsaurem Kalk ist. Wird es mit einer starken Sun 
behandelt, so verwandelt es sich in weinsauren Kalk und Calciumbim iia; 
Die Kalkbestimmungen stimmen auf die Formel eines Doppelsalzes 

| Molekiil weinsaurem Kalk und 1 Molekiil apfelsaurem Kalk plus 6 Mol 
kiilen Wasser. Der genaue Nachweis, daB in dem fraglichen Salz tatsiic! li 
ein derartiges Doppelsalz vorliegt, fehlt. Die Calciumbestimmung alle 
geniigt nicht um dies nachzuweisen. 


Der Nachweis ist unzureichend. 


P, Metzger (Dissertation, Mtinchen 1896) untersuchte das fein yg 
raspelte Holz 50 bis 60jahriger Eichen, Quercus pedunculata. — ,.1)j 
wiisserigen, braun gefairbten Ausztige der mit Chloroform und absolute 
Alkohol extrahierten Hélzer wurden mit neutralem Bleiacetat gefallt, de: 
Bleiniederschlag mit Schwefelwasserstoff zerlegt, und das Filtrat von 
Bleisulfid zur Entfernung des Gerbstoffs und der Gallussiure mit einer 
Mischung von Essigiither und Ather ausgeschiittelt. Die wisserige Lisuny 
wurde dann zur Priifung auf Dicarbonsiuren mit einer Losung von Calcium 
chlorid und Kalkwasser bis zur alkalischen Reaktion versetzt. Der daly 
gebildete Niederschlag bestand, wie sich nachher herausstellte, aus wein 
saurem und in untergeordneter Weise aus oxalsaurem Kalk. Er wurde 1: 
kalter Kalilauge gelost, worin er sich groBtenteils loste. Aus dieser L6suny 
schied sich das Calciumsalz beim Kochen wieder als gallertartige Masse al) 
Die alkalische Lésung wurde mit Bleiacetat versetzt, der entstanden 
Bleiniederschlag durch Schwefelwasserstoff zerlegt, vom Bleisulfid al) 


filtriert und das Filtrat zur Kristallisation eingedampft. Es schieden sic: 


lange, wasserhelle Kristallnadeln aus, die in Wasser und Alkohol leicht 


léslich waren. Die wiasserige Loésung derselben reduzierte beim Erhitzen 


ammoniakalische Silberldsung und gab mit Kaliumacetat einen deutlic! 
kristallinischen Niederschlag. Beim Verbrennen auf Platin tritt der Geruc! 
nach verbranntem Zucker auf. Mit konzentrierter Schwefelsiure entwickelt: 
sich unter reichlicher Kohlenstoffabscheidung Kohlendioxyd und Kohlen 
oxyd, welch letzteres mit blauer Flamme brannte.‘’ Das Silbersalz gal 
einen gut auf weinsaures Silber stimmenden Silberwert. 

Die qualitativen Reaktionen sind nicht ausreichend, um die Sdure siche 
als Weinsdure zu kennzeichnen und ebenfalls geniigt hierzu nicht eine einziy 
Silberbestimmung; man kann nur als wahrscheinlich annehmen, dap im 
Eichenholz Weinsdure enthalten ist. 


E. 0. v. Lippmann (Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. 24, 3299, 189! 


untersuchte die Kalkniederschlige bei der Zuckerdarstellung aus unreifen 


Zuckerriiben, Beta vulgaris. Das Arbeitsverfahren ist nicht angegeben 
Neben Apfel- und Glutarsiure wurde Weinsiure gefunden und diese dure! 
ihren Schmelzpunkt, ihren Drehungswert und eine Wasser- und Calcium 
bestimmung im Kalksalz gekennzeichnet. 

Es diirfte sicher sein, daB in den unreifen Zuckerriiben Weinsdure « 
halten ist. 





1O2: 


Seh 


salz 


han 


ana 
ebe! 
mar 
159 
The 
d. 


das 


der 
den 
stel 
ist 

stel 
rin 


Au 





ombi-«} 
forn 70] 
r Ni ler 
Erk: !te; 


SO eine 
Allis:tioy 
salz vor 
Mm Saur 
bimailat 
Izes voy 
s 6 Mok 
tsach ily 


Ig alley 


fein 

eh 
solute, 
Allt, der 
at von 
‘it einer 
Losung 
‘aleium 
r daly 
iS weln 
urde | 
Loésung 
ASSe al 
Pandene 
fid ab 
len sich 
| leicht 
rhitzer 
leutlich 
Geruc! 
vickelts 
‘ohlen 
uz gal 


4 sii hei 
einziy 
ap mm 


189] 
nreifen 
geben 

dure! 
leium 





Vorkommen der Weinsaure in den Pflanzen. 305 


k.O.v. Lippmann (Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. 47, 3094, 1914) 
konute aus den kalkhaltigen Niederschliagen, die sich bei der Zuclh.erdar- 
stellung aus Ahornsaft, Acer saccharinum, an den Wanden der Verdampt- 
pfaune abgeschieden hatten, nach seinem Verfahren (Ber. 11, 707, 1878); 
Ber. 12, 1649, 1879) Apfelsaure, Weinséure und Tricarballylsiiure nach 
weisen. Die Isolierungsmethode der Weinsiure findet sich jedoch nicht 
ngegeben. Die Weinsiure wurde durch ihren Schmelzpunkt, eine gut 
stimmende Elementaranalyse und durch eine Wasser- und Calciumbe- 
stimmung des Kalksalzes gekennzeichnet. 

Ks diirfte sicher sein, daB im Zuckerahornsaft Weinsdure enthalten ist. 


Edmund O.v. Lippmann (Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. 55, 3038, 
1922) konnte aus Vogelbeerensaft, Pirus Aucuparia — wie ist nicht genauer 
invegeben —, Weinsiure isolieren. Sie wurde durch die Drehung, den 
Schmelzpunkt und durch eine Wasser- und Bariumbestimmung des Barium- 
salzes gekennzeichnet. 

Es diirfte sicher sein, dap in den Vogelbeeren Weinsdure vorkommen 
kann. 

Literatur, die uns nicht zuginglich war. 


Amer. Journ. of Pharm. 76, 151, 1904, Frankforter; Ann. de Chim. 
anal. appl. 6, 85, 1901, T’ruchon; Arch. d. Pharm. (1) 88, 272, 1831, Gerber; 
ebendaselbst (2) 90, 30, 1844, Stickel; ebendaselbst 138, 148, 1855, Cassel- 
mann; ebendaselbst (3) 200, 136, 1872, Hermbstaedt; ebendaselbst (3) 200, 
159, 1872, Flueckiger; Pharm. Zeitschr. f. RuBl. 20, 473, 1881, Treffner; 
Thoms Ann. 5, 109, Prout; Dissertation, Dorpat 1902, Karges; Zeitschr. 
d. allgem. ésterr. Apothekerver. 44, 243, 1905, Kunz und Adam; eben- 
daselbst 59, 797, 1905, Adam; Verhandl. d. schweiz. Apothekerver. 1845. 


Zusammenfassung, 

Bei der kritischen Durchsicht des Schrifttums iiber das Vorhandensein 
der Weinsdure in den Pflanzen zeigt sich, daB von den 82 Pflanzen, in 
denen diese Sdure vorkommen soll, nur fiinf iibrig bleiben, in denen sie 
sicher, und eine, in der sie wahrscheinlich nachgewiesen ist. Wahrscheinlich 
ist die Sdure nachgewiesen in der Hiche, Quercus pedunculata ( Holz), und 
sicher in 1. Weinstock, Vitis vinifera ( Beeren). 2. Tamarinden, Tama- 
rindus indica (Frucht). 3. Zuckerriibe, Beta vulgaris (unreife Riibe). 
4. Zuckerahorn, Acer saccharinum ( Blutungssaft). 5. Vogelbeere, Pirus 
Aucuparia ( Beeren). 


Biochemische Zeitschrift Band 136. 20 








Uber den Einflub 
des Schwefeldioxyds auf die Atmung der Phanerogamen. 


Von 
Julius Stoklasa. 


(Unter Mitwirkung von J. Sebor, V. Zdobnicky und V. Nekola.) 


(Aus der chemisch-physiologischen Versuchsstation an der béhmischie: 
technischen Hochschule in Prag.) 


(Eingegangen am 31. Oktober 1922. 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Der jetzige Stand unserer Forschungen iiber die Verbreitung des 
Schwefeldioxyds in der Luftatmosphire der Kohlenreviere, Industriv- 
gebiete und Grofstidte fiihrte uns zur Erkenntnis, daB dieses Gas hic) 
sehr verbreitet ist. Die toxischen Wirkungen des Schwefeldiox yi; 
sowie der Schwefelsiure verursachen Stérungen der gesamten Stof- 
wechselprozesse im pflanzlichen, tierischen und menschlichen Organismus, 
welche, wie durch die Arbeiten von Stéckhart, Schroder, Wieler. Wis 
licenus usw. dargestellt wurde, ungeheure wirtschaftliche Schade 
hervorrufen. Zu den auf diesem Gebiete gemachten Forschungen fii: 
ich nunmehr noch meine ausfiihrlichen exakten Versuche iibher di 
Wirkungen des Schwefeldioxyds auf die photosynthetischen uni 
Dissimilationsprozesse der Pflanzen hinzu. In dieser Abhandlung 
bringe ich die Ergebnisse meiner Forschungen itiber den EinfluB de- 
Schwefeldioxyds auf die Atmung der Phanerogamen zur allgemeine: 
Kenntnis. 

Die Einwirkung der schwefligen Saure auf die Atmung_ studiert: 
A. Wieler. Er schlug bei seinen Studien zwei Verfahren ein. Bei dem eine 
ermittelte er an dem einen Tage die normale Atmung unter Einwirkunyg 
der schwefligen Saiure. Nach dem anderen Verfahren lie er an demselbe: 
Tage Atmung mit und ohne Saure miteinander abwechseln. Aus den 
Unterschied in den absoluten Werten und eventuell aus dem Vergleic! 
mit der normalen Atmungskurve der betreffenden Pflanzenart l]aBt sic! 
dann feststellen, ob die Atmung durch die Saure beeinfluBt wird. 

Wieler ist von der allgemeinen Annahme ausgegangen, daB die Atmun: 
bei konstanter Temperatur eine konstante GroBe sei, infolgedessen beal 
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ichtigte er, fiir jede Versuchspflanze die Atmungsgr6Be in einem besonderen 
Versuch zu ermitteln. Da die Wirkung der sauren Gase auf die Atmung 
och ebenso unbekannt war wie die auf die Assimilation, multe Wiele 
e Prifung vornehmen, um zu erfahren, in welcher Weise die Atmung 
urch die Saure beeinfluBt wird. Diese ergab, dab die Atmung uberhaupt 
bei konstanten Temperaturverhiltnissen nicht, wie gewohnlich angenommen 
vird, konstant ist, sondern daB sie ganz unregelmiBig, vielleicht sogar 
yeriodisch verlauft. Wieler hat diese Verhiltnisse fiir versehiedene Pflanzen 
twas naher untersucht. Die Atmung wurde in einem speziellen Apparat 
ermittelt. Es wurde auch so operiert, dai der durchgesogenen Luft kein 
Kohlendioxyd zugesetzt wurde. Das ausgeatmete Kohlendioxyd wurde 
von der Barytlésung in der Vorlage absorbiert. Als Versuchspflanzen 
lienten Topfpflanzen. Die Temperatur wurde modglichst konstant ge 


halten. 
Versuche mit Prunus Laurocerasus. 

Wieler hat gefunden, daB wahrend der Schwefligsiurewirkung die 
\tmung zum Teil unter die Werte fiir die normale Atmung sinkt. Bei den 
ingewandten Konzentrationen, welche zwischen 1: 9000 und 1: 56000 
agen, findet demnach keine Beeinflussung der Atmung durch die Saure 
bei Prunus statt. Bei noch starkerer Verdiinnung wird man demnach erst 
recht keine Einwirkung erwarten diirfen. 


Versuche mit Buche. 


Wieler stellte mit Buche Versuche an, ohne dai es ihm gelungen ware, 
eine Beeinflussung der Atmung durch die schweflige Saure festzustellen. 
Bei der Fichte stellte er mehrere Versuche an, gelangte aber zu demselben 
Resultat. Aus den Ergebnissen, die er bei Buche, Fichte und Prunus et 
sielte, geht hervor, daB die Atmung durch die Eimwirkung des Schwefel- 
dioxyds nicht gesteigert wird. 

Nun schreiten wir zur Methodik unserer Versuche. 

Bei dem Studium des Einflusses des Schwefeldioxyds auf die Pflanzen- 
wten haben wir folgende Untersuchungen vorgenommen: 

1. Bestimmung des von den Pflanzen gebildeten Kohlendioxyds. 

2. Gleichzeitige Bestimmung des ausgeschiedenen Kohlendioxyds und 
des absorbierten Sauerstoffs. 


1. Bestimmung des von den Pflanzen gebildeten Kohlendioxyds. 


Zur Bestimmung des bei der Atmung der Pflanzen gebildeten Kohlen- 
dioxyds bedienten wir uns modifizierter Apparate, wie sie von A. Meyer 
und N. 7. Deleano') benutzt und in ihrer Arbeit ,,Die periodischen Tag- 
und Nachtschwankungen der AtmungsgréBe im Dunkeln  befindlicher 
Laubblatter und deren vermutliche Beziehung zur Kohlensiureassimilation ’*, 
i. und Il. Teil, geschildert wurden, nur mit dem einzigen Untersehied, 
daB bei uns die Kohlendioxydbestimmung nicht mittels Barytlosung, 
sondern direkter Wagung in Kaliabsorptionsapparaten erfolgte. 

Die Versuche iiber die Wirkung des SO, auf die Respiration der 
Pflanzen wurden in einem speziell konstruierten Dissimilationsapparat 

1) Arthur Meyer und Nicolas T. Deleano, Zeitschr. t. Botanik 1911 
und 1913. 


Ta 
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(s. Abb. 1) mit Topfpflanzen ausgefiihrt, wobei der oberirdische Teil, 
die Aste mit den Blattern, eventuell Bliiten und der Wipfel, in Zyliid 
von 10 Liter Inhalt gebracht wurden. Der Oberteil der Pflanzen | 
durch einen breiten Tubus in das GlasgefaB, welches mit einem Kk 
st6psel und mit Plastilin hermetisch verschlossen war. Auch der St: 
war an der Dichtungsstelle mit Plastilin bedeckt, auf welche Weise 
eine luftdichte AbschlieBung des Vegetationsraumes erzielte. Die ( 
glocken waren in einem speziellen Respirationsraum aufgestellt, w« 
Licht tberall freien Zutritt hatte. Zwecks Verhinderung der Einwir! 
der direkten Sonnenstrahlen waren Vorhinge angebracht. Unter de 
obwaltenden Umstinden konnten sich Pflanzen weiter entwickeln, da ¢: 
Stamm weder geknickt, noch irgendwie beschadigt und gleichzeitig 
Verfolgung des Respirationsprozesses méglich war, ohne da®B eine 
weichung von den normalen Verhaltnissen eingetreten wire, wie das s 
bei abgeschnittenen Baumzweigen haufig der Fall ist. Die Respiration 
glocke hatte unten einen zweiten Tubus, durch welchen ein gebog: 
Rohr fiihrte, welches die ausgeatmeten Gase ableitete. AuBerdem bet 
sich dort ein Thermometer und ein Rohr, das der Zufuhr von frischer |. 
diente. Durch ein Quecksilberventil wurde ein Riihrwerk luftdicht 
geschlossen, welches mit Hilfe einer Transmission in Bewegung gesetz! 
wurde und eine stetige Mischung der Innenluft besorgte. Die Transmissio: 
ist durch einen elektrischen Motor, der tags und nachts in Bewegung wa 
betrieben worden. Die Umdrehungsgeschwindigkeit betrug 300 bis 500 Un 
drehungen in einer Minute. Durch diese Einrichtung fand eine stiandig: 
Zirkulation der Luft statt, so daB die Konzentration des Schwefligsiiur 
anhydrids und des Kohlendioxyds in den GefaiBen mdglichst gleichmiailiiz 
erhalten blieb und die schweren Gase sich nicht am Boden ansammelte: 
Die in die Glocke eingefiihrte Luft wurde zuerst mittels eines Wattefilter- 
vom Staub befreit und passierte dann eine Sublimatlosung, hierauf wurd 
das Kohlendioxyd der Luft durch die Lauge vollstandig absorbiert und 
zuletzt in Winklerschen, mit Wasser beschickten Waschflaschen mit Wasse: 
dampf gesiattigt. Die vollig gereinigte Luft trat durch ein Réhrchen ober 
halb der Respirationszylinder ein. Es wurde ihr durch einen Glashahi 
aus einer Hempelschen Biirette gereinigtes Schwefeldioxyd, das eine 
Bombe entnommen wurde, in abgemessenen Mengen alle 48 Stunden zu 
gefiihrt. Das Schwefligsiureanhydrid wirkte 24 Stunden ein, worauf di: 
Leitung mit den Absorptionsapparaten verbunden wurde. Die Luft wurd: 
am Boden abgesaugt, durch zwei U-Rohren, die mit Bimsstein und PbO 
beschickt waren, von Schwefeldioxyd befreit, worauf durch eine Wasc!i 
flasche 3proz. Wasserstoffsuperoxyd geleitet wurde. Auf diese Weise wa: 
dann die Luft frei von Schwefeldioxyd und ist in einer mit konzentrierte1 
Schwefelsiure beschickten Winklerschen Schlange, ferner in einer Chlor 
caleiumréhre und einer CuSO,-Rohre getrocknet worden. Hierauf wurd 
in einer mit Natronkalk gefiillten Réhre, sowie in einem mit KO H-Lésung 
gefiillten Geisslerschen Apparat und in einer mit CaCl, gefiillten U-Rohr 
das ausgeatmete Kohlendioxyd aufgefangen. Nach je 24 Stunden wurde 
die sich im Laufe der vorerwaihnten Zeit angesammelte Kohlendioxyd 
menge festgestellt. Die durchgeleitete Luftmenge betrug 24 Liter. Sodann 


1) Um uns zu iiberzeugen, ob tatsiichlich Bimsstein mit PbO, gefiallt 
das Schwefeldioxyd energisch absorbiert und in Schwefelsaure tiberfiihr', 
haben wir viele Versuche ausgefiihrt, welche durchwegs positiv ausfiele: 
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wurde in den Apparat wieder Schwefligséureanhydrid eingefiihrt und 
Luftzirkulation 24 Stunden einwirken gelassen. Zu derselben Zeit 
ein Parallelversuch ohne Schwefeldioxyd mit womdéglich gleichen Pfla 
in einer gleichartig beschaffenen Glasglocke ausgefiihrt. Der Verlau 
Versuchs war folgender: 

Es wurden zwei Respirationszylinder zusammengestellt und in 


derselben eine Pflanze eingesetzt. Beide Versuchspflanzen waren 
grob. Von beiden Pflanzen wurden Astchen mit Nadeln als Probe: 
geschnitten und hierauf separat in den Nadeln und Asten der Schy 
trioxydgehalt bestimmt. Nachdem die Pflanzen in den Respirationszylin 
hermetisch verschlossen und abgedichtet waren, wurde 24 Stunden 
reine Luft hindurchgeleitet, damit das Kohlendioxyd aus den Appa: 
entfernt wird. Sodann lie8 man die Pflanzen, ohne die Luft abzusau 
24 Stunden stehen; ebenso lange wurde die Luft durch die Kohlendioy 
absorptionsapparate aspiriert, worauf wieder eine 24stiindige Ruhep 
mit einer darauffolgenden 24stiindigen Aspiration folgte, usf. Wali 
dieser Periode wurde kein Schwefligsiureanhydrid zugesetzt. 

Dieser Vorversuch dauerte drei- bis viermal 48 Stunden, und es wurd 
in beiden Versuchsanordnungen drei bis vier Daten beziiglich des 
geatmeten Kohlendioxyds gewonnen, aus welchen das gegenseitige \\ 
haltnis beider Fichten, namlich die Differenz in der ausgeatmeten Kolhile 
dioxydmenge ohne Schwefeldioxydeinwirkung festgestellt wurde. 

Dann erst wurde in der vorbeschriebenen Weise in einen Respiration- 
zylinder Schwefligsiureanhydrid eingefiihrt und in 48stiindigen Inter 
vallen die ausgeatmete Kohlendioxydmenge ermittelt. Die Unterschied 
zwischen der normalen Atmung und jener unter Einwirkung von Schwef 
dioxyd traten infolge des Einflusses der Schwefeldioxydwirkung auf di 
Respirationstatigkeit der Pflanzen auf. Nach Beendigung der Versucli- 
reihen wurden wieder Schwefeltrioxydbestimmungen in den _ einzelrn 
Pflanzenteilen vorgenommen. 

Im folgenden geben wir die gewonnenen Resultate wieder. 

1. Dem Respirationszylinder mit der Fichte wurde in den ar 
gefiihrten Intervallen 7,5 cem, also 21,45 mg Schwefeldioxyd gegeben 
welche Menge einer Konzentration von 0,075 Vol.-Proz. entsprich! 
die schon akut schddlich zu wirken vermag. Der Zusatz von Schwefe! 
dioxyd wurde viermal wiederholt, so da die Gesamtmenge de: 
Schwefeldioxyds 30 ccm, oder 85,8 mg betrug. Das Trockengewicht de: 

. =] N 
geschwefelten Fichte hetrug 26,6 g, jenes der nichtgeschwefelten 26,1 « 
Es haben somit auf 100g der Substanz berechnet in einer Period 
80,6mg Schwefeldioxyd, in allen vier Zeitabschnitten 322,5mg Schwefe! 
dioxyd gewirkt. Dabei ist jedoch zu beriicksichtigen, daB ein gewisse: 
Teil von Schwefeldioxyd in dem transpirierten, an den Glaswande 
sich niederschlagenden und am Boden sich ansammelnden Wass! 
gelést war, sowie daB ein Teil durch die oxydierende Wirkung der vor 
den Pflanzen ausgeschiedenen Terpene zu Schwefelsiure oxydier' 
wurde. Deshalb spiilte man nach Beendigung des Versuchs das gesam|: 
kondensierte Wasser aus, das Baumchen wurde mit destilliertem Wassc! 
gewaschen und die Fliissigkeit in einer Mefflasche gesammelt. In de: 
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Lo-ung wurden 0.0262 g¢ Schwefeltrioxyd, das sind 0.0210 ¢ Schwefel- 
lioxvd gefunden. Diese Menge muB von der Gesamtmenge des Schwefel- 


(l 


dioxvds abgezogen werden, denn sie kam nicht zur Wirkung. 


Gesamtmenge an Schwefeldioxyd . . . . 85,8 mg 
Ce Ps YF feeutad 270 ie BG Tass 6 
Wirksame Schwefeldioxydmenge. . . . . 64,8 mg 


Dies entspricht pro 100 g Trockensubstanz des Baumchens 243,6 mg 
Schwefeldioxyd. 
In der nachstehenden Tabelle I sind die Versuchsresultate angefiihrt : 


Tabelle I. 








: ~ . § « £ 36 
Pe | fe | aud SE 2.275 
a5 “4s 2545 gs S £3 b= 
“2 662 | EEA! 835 | tease 
Po & ns ~ an = 73 acf-e3% 
ddl <2 2 ~§°o | 2.8 HgSec 
pum | s> S> | S$o.4/) Bes | a". See 
sei ce | Se | TEES | OS5 | gugese 
2832 3s 35 ESN=Z “95 se3cx 
bee) 2° | e* 2 | ge |enaee 
O26| 9 0 QO & £ 5 a 
g ‘ be mg mg mg 
UnterEin- Wurzeln... 6,82 . 0.762 51,968 762.0 - 151.0 
wirkungd. Stammu.Aste 11,57 0,769 1,054 121,948 1054.0 + 273.0 
Schwefel. Nadeln ... 8,21. 0,758) 1,193 97,945 1193,0 + 458,0 
dioxyds Summe .. . 26,60 271,861 1022.0 -+ 312.9 
Ohne Ein- Wurzeln .. . 8,71 — | 0611; 53,218 6110 
wirkung d. Stammu.Aste 8,78 0,778 0,781 68,572, 781,0 
Schwefel- Nadeln ... 862 0,741 0.735 63,357) 735.0 — 
dioxyds Summe .... 26,11 — — 185,147) 709.1 - 


Die Temperatur bei unseren Atmungsversuchen betrug durch- 
schnittlich 18 bis 20°C. 

Die Daten der folgenden Tabelle Il beziehen sich auf die aus- 
geatmeten Kohlendioxydmengen und sind in Milligrammen ausgedriickt. 
Die Versuchspflanze I war unter der Einwirkung des Schwefeldioxyds, 
die Versuchspflanze II stand nicht unter dem Einflusse des Schwefel- 
dioxyds. 


Unsere Beobachtungen haben demgemaB zu folgendem Resultat 
gefiihrt : 

Die erste Dosis von Schwefeldioxyd setzte die Atmungsintensitat 
nicht herab, dies konnte erst bei der zweiten und dritten Dosis wahr- 
genommen werden. Demgemi wirkte die erste Dosis von 80 mg 
Schwefeldioxyd auf 100 g Substanz noch nicht besonders schidlich, eine 
Schadigung konnte vielmehr erst bei 180 mg Schwefeldioxyd auf 100 g 
Trockensubstanz konstatiert werden. Diese Menge wurde jedoch erst 
bei dem dritten und vierten Zusatz erreicht. 
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Tabelle Il. 
I II 
Produzierte Kohlendioxyd- sates 
menge nach 48 Stunden 
228,0 mg 191,0 mg + 37,0 
Vorperiode A 263,5 ,, 209.0 ,, + 54.5 
BOTT os 207.5 ,, + 60,0 
Durehschnitt A 253,0 mg 202.5 mg 50,5 1 
— Mit SO, Ohne SO, 
Unter dem 1.Gabe7,5cemSO, 256,5mg 214.5meg + 42.01 
Einflusse des 2. ,, 7,5 ,, - 1885 ,, 186.5 ,, i 20 
Schwefel- Sera Re Gas, 178.0 ,, 186.0 ., 8.0 
os a | ae, Sell aa 173,68 ,. 197,0 ,, 23.5 , 
Durchschnitt B —_ 199,1 mg 196.0 mg + 3.lmg 
A bis B . — 53,9mg 65mg 47.4 meg 


Aus den Dissimilationsversuchen in der Vorperiode ist zu erselie 
daB bei den Fichten die Kohlendioxydproduktion in ziemlich gleich: 
Weise vor sich ging. Im Durchschnitt fanden wir bei der ersten Ficht: 
253 mg, beiderzweiten Fichte 202,5 mg produzierten Kohlendioxyds, also 
eine durchschnittliche Differenz von 50,5 mg. Unter dem Einflusse des 
Schwefeldioxyds wurden durchschnittlich 199,1 mg Kohlendioxy: 
ausgeatmet. Subtrahieren wir diese Menge von der friiheren Durc! 
schnittsmenge (253 mg), so ergibt sich eine Minderproduktion an Kohle 1 
divxyd von 53,9 mg, was 21% entspricht. Wo das Schwefeldioxyd ni 
in den Respirationsapparat gelangte, wurden durchschnittlich 202,5 my 
und bei unseren spateren Atmungsversuchen 196mg Kohlendiox\:| 
ausgeatmet. Ziehen wir letzteres Quantum an ausgeatmetem Kohler 
dioxyd wieder von der im ersten Falle produzierten Kohlendioxydmen:: 
(202,5 mg) ab, so finden wir in der Atmung eine Depression von 6,5 my 
Kohlendioxyd, was natiirlich nur einem Versuchsfehler zuzuschreibe: 
ist. Wenn wir dann diese als Versuchsfehler zu betrachtende Kohle1 
dioxydmenge von der sich unter dem Einflusse des Schwefeldioxyds 
ergebenden Differenz an ausgeatmetem Kohlendioxyd (53,9 mg) su! 
trahieren, so finden wir, daB de facto eine Depression in der Atmung- 
intensitit von 47,4mg Kohlendioxyd stattgefunden hat. 

Die Herabsetzung der Atmungstitigkeit durch den EinfluB de- 
Schwefeldioxyds ist somit unzweifelhaft festgestellt, und zwar ist di: 
Respiration um so geringer, je gréBer die zugesetzte Schwefeldioxvd 
menge war. Bei der vierten Dosis sank die Atmungsintensitat au! 
173.5 mg, also um 79,5 mg oder 31%. 
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Habituell unterschied sich das geschwefelte Fichtchen nach dem 


— Versuche, der 8 Tage dauerte, nur wenig von jenem des ungeschwefelten, 
ffere loch lieBen sich wesentliche Stérungen in dem Chlorenchym auf mikro- 
skopischem Wege konstatieren. 
7 2. Bei dem zweiten Versuche erfolgte ein Zusatz von 50 cem Schwefel- 
ae jioxyd, das sind 0,5 Vol.-Proz. Es gelangten insgesamt 250 cem Schwefel 
00 lioxyd in fiinf Dosen zur Wirkung. Sonst war die Versuchsanordnung 
die gleiche wie in den vorhergehenden Versuchen; eine Dosis entsprach 
.5n 143 mg, die Gesamtmenge 715 mg Schwefeldioxyd. Da das Gewicht der 
—_— lrockensubstanz des geschwefelten Baumchens 104,55 g betrug, sollten 
bei jeder Dosis 136,7 mg Schwefeldioxyd auf 100 g Trockensubstanz, somit 
a m ganzen 683,8 mg SO, auf 100 g Trockensubstanz des Versuchsbaumchens 
on e einwirken. Doch ist auch hier die im transpirierten Wasser aufgenommene 
30 Menge von Schwefeldioxyd (das waren 228,3 mg Schwefeltrioxyd, das sind 
35 182,6 mg Schwefeldioxyd) in Abzug zu bringen. 


Es sind demgemaB wiihrend des Versuchs 
3 Lng 715,0 mg SO, 
EG. ss 








1.4m 
also 532,4 mg SO, 
‘sehe) ur Wirkung gekommen. Auf 100g Trockensubstanz berechnet, ergibt 
leicher las 509,2 mg Schwefeldioxyd. 
Ficht Die nachstehende Tabelle III enthalt die analytischen Resultate, di 
cht dite ‘ ° : , 
| : sich auf das Trockengewicht der einzelnen Pflanzenteile beziehen. Dir 
8, also Schwefeltrioxydmengen sind in Milligrammen ausgedriickt. 
se des 
lioxvd Tabelle III. 
Jureh wee) fe < se ag a3 
ec = ¥ Sov = + = 
ohle Zao; "2 So | 358 Sante 
: ges x5 £ 2 ao ~ogearc 
nic} Be" | O23 | 63 {sy Ni“ = ee 
al?) Ne oe Sein es 2 
On dd 2 x ns .3 52 o5 8=-s 
=e aco | =< a> | Sno a sy“ s253 
25 <a £ sue GMa pec 
LOXV«) 280 S65 35 csc= BeSk2e 
z2¢ ost P--) a & 2= 209 
hlen 253) 2 2 =$= = oe 
Ww De - = Qa a) Sot 
en Le g e , mg mg 
ome Unter Ein- Wurzeln... 17.56 : 0.24 | 42.144) 240.0 20.0 
piben wirkung d. Stammu.Aste 56,15 0,20 0,53 297,595 530.0 130,0 
hlen Schwefel- Nadeln .. . 30,83 048 1.77 545,691 1770.0 1011.0 
; dioxyds Summe .. . 104,54 - 885,430 8469 -— 371.11 
XVUs 
ts ' Ohne Ein- Wurzeln. . . 16,94 0.22 37.268 220.0 
= wirkung d. Stammu.Aste 47,78 0,36 040 191,120 400.0 
Ings Schwefel- Nadeln .. . 27,99 0,72 0,76 | 212,724 760,0 
dioxyds Summe... .,| 92,71 . 441.112 475,79 
des Die Temperatur schwankte wihrend des Versuchs zwischen 17 und 
dic 24,5° C und entsprach einem durchschnittlichen Werte von 21°C; in beiden 
~_ Versuchen waren die Temperaturverhiiltnisse gleich. 


Die weitere Tabelle IV enthalt die in je 48 Stunden ausgeatmet: 
‘ j , ® 4 - ; . es 

au Kohlendioxydmenge; bei Kolonne I befand sich die Pflanze unter Ein 
wirkung von Schwefeldioxyd, bei Kolonne IT ohne dessen Einfluf. 
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Tabelle 1V. 











I Il 
Produzierte Kohlendioxyd- Omen 
menge nach 458 Stunden 
774,0 mg 803,0 mg 29.0 ing 
coat 753.5 ,, 710.0 ,, 43.5 
Vorperiode A 790.5 ,, 793,0 ,, 2.5 
779.0 ,, 704.0 ,, 750 
Durechsehnitt A 774,25 mg 752,5 mg +- 21,75 
— - Mit SO, Ohne SO, 
577,0 mg 723,0 mg — 146.0 mg 
' 1. Gabe 50cem SO, 500,0 712,0 212.0 
if sr . ze 2 aed 3 “, 9 wle, 
Oy mda ol 2. o. 4 379.0, 6900... 311.0 
pr nent 3. BH 24s 283,0_,, 693,0,, 410,0 
naede Bt _ ee 288,0_,, 667,0 ,, 379,0 
chia 5. a 238,0 ,, 6370... 399.0 
2220 ,, 640,0 ,, — 418.0 
Durchschnitt B 355,0 mg 680.3 mg 325.0 ing 
A bis B 419.25 mg 72.2 mg 347,05 mg 


Das Resultat, welches wir bei Verfolgung der Respirationsver- 
haltnisse erhielten, war folgendes: 

Der erste Zusatz von 50 ccm Schwefeldioxyd setzte die ausgeat met: 
Kohlendioxydmenge auf 577 mg, also um 197.2 mg, das sind 25.4' 
herab; die zweite Dosis verursachte eine Verminderung auf 500 mg, also 
um 274.25 mg, das sind 35,4°%,; die dritte Dosis verkleinerte die 
duzierte Kohlendioxydmenge auf 379 mg, demgemaB um 395,2 mg ode! 
um 51% und die vierte auf 283 mg, daher um 491,2 mg oder 63,4 °%, des 
Durchschnittswertes A. Bei der fiinften Dosis wurde in den ersten 


Wo 


48 Stunden keine augenscheinliche Verringerung der Respiration beo! 
achtet, doch ist, ohne dai weitere Dosen zugesetzt worden wiiren 
wahrend weiteren 2 « 48 Stunden die Menge des ausgeatmeten Kohlen 
dioxyds noch verringert worden. Zum SchluB des Versuches betrug di 
ausgeatmete Menge an Kohlendioxyd nur mehr ein Viertel, sie sank aut 
222 mg, also um 552,25 mg oder 71.3%. Im Durchschnitt war di 
Respiration waihrend 7facher zweitagiger Versuchsperiode auf 355 mg 
gesunken und war um 419,2 mg, oder 54,1 °, kleiner. 

Im Kontrollversuche wies die Fichte in der zweiten Periode eine 
gewisse Beeintrachtigung der Respirationstatigkeit im Vergleich 2. 
Vorperiode auf, doch betrug diese nur 72,2 mg, das sind 9,5%, und steh! 
in keinem grundsatzlichen Verhaltnis zu der Fichte, welche dem Ein- 
flusse des Schwefeldioxyds ausgesetzt war. Bei diesem Atmungsversucli 
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hatte sich weder die Beschaffenheit der Fichtennadeln, noch tberhaupt 
las ganze AuBere der Kontrollfichten verindert. 

Ganz andere Verhiltnisse herrschten dagegen hei den Versuchen, 
wo das Schwefeldioxyd zur Wirkung gelangte. Schon in 9 Stunden nach 
dem Zusatz der ersten Dosis wurde das Chlorophyll der Nadeln an- 
vegriffen und die Nadeln nahmen eine blabgelbliche Farhe an. Die 
mikroskopischen Beobachtungen ergaben, daB sich die Chloroplasten 
tatsichlich in einem abnormalen Zustande befanden. 

3. Der dritte Versuch wurde in der gleichen Weise wie die vorher- 
gehenden ausgefiihrt, nur mit dem Unterschiede, dali die Schwefeldioxyd- 
menge 100 cem, das ist 1 Vol.-Proz., betrug. Diese Dosis wurde dreimal 
zugesetzt, somit im ganzen 300 cem 3 < 286 mg 858 mg Schwefel- 
dioxyd. Da, wie aus Tabelle V ersichtlich ist, das Gesamtgewicht der 
getrockneten jungen Fichte 108,06 g betrug, haben bei jeder Dosis 264,7 mg 
und im ganzen 794mg Schwefeldioxyd auf 100g Trockensubstanz ein- 
gewirkt. Von dieser Menge mu aber der im transpirierten Wasser ab- 
sorbierte Anteil, welcher 253,5 mg Schwefeltrioxyd 203,8 mg Schwefel 
dioxyd entsprach, abgezogen werden. Somit haben wihrend des Versuchs 
655,2 mg Schwefeldioxyd (das sind 606,3 mg Schwefeldioxyd auf 100g 
Trockensubstanz berechnet) gewirkt. Es ist jedoch dabei zu beriicksichtigen, 
da} diese Menge nicht vollstandig vom Pflanzenorganismus aufgenommen 
wurde, sondern ein Teil mit der Luft nach je 24 Stunden abgesaugt und 
in den Bleisuperoxydréhrehen zurtickgehalten wurde. Dieser Vorfall trat 
in allen vier hier angegebenen Versuchen ein. Die angeftihrten Schwefel- 
dioxydkonzentrationen tibersteigen weitaus jene, die gewdhnlich in der 
Natur zur Wirkung kommen. 

Die Tabelle V gibt die Analysenresultate uber den Schwefeltrioxyd- 
gehalt der einzelnen Pflanzenteile wieder. 

Die Durchschnittstemperatur bei den Versuchen betrug 21°. 

Die weitere Tabelle VI bezieht sich auf die ausgeatmete Kohlendioxyd- 
menge, die in Milligrammen ausgedriickt ist; in Kolonne I stand die Pflanze 
unter Einwirkung von Schwefeldioxyd, in Kolonne II ohne Schwefel- 
dioxydeinflus. 


Tabelle V. 
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g ng mg my 
Unter Ein- Wurzeln ... . 29,10 0,14 40.74 1400 + — 
wirkung d. Stammu.Aste 43,29 0,34 1,11 480519 11100 + 550,0 
Schwefel- Nadeln .. . 35,67 0,56 1,14 406,638 1140.0 + 520,0 
dioxyds Summe .. . 108,06) - — 927,897 858,68 +- 399,74 
Ohne Ein- Wurzeln .. . 33,82 0,14 47,348 140.0 — 
wirkung d.  Stammu. Aste 51,56 0,48 0,56 288,736 560,0 - 
Schwefel- Nadeln ... 3462 059 062 214644 620,0 


dioxyds Summe .. . 120,00 — 550,728 458.94 





J. Stoklasa: 


Tabeil Vi. 





1 Il 

‘ : Differ 

Produzierte Kohlendioxyd: +P 
menge nach 48 Stunden 


1085,0 mg 1173,5mg — 885 
, ; 1778.0 ,, 844.0 . + 934.0 
Vorperiode A 14120 . 1701.0 .. 289.0 

117038 1474.5 ,, - 304.0 


Durchschnitt A ~ 13614mg  1298,25mg + 63,15 





Mit SO, Ohne SO, 





1. Gabe L00cem SO, 547,.00mg 1515.5 mg 968.5) 
tain in | 1 oe *. S 316.5 ,, 1543.0 ,, 1226.5 
Ptr Tage ole 340.0 1547.0, 1207,0 
paige : 332.5 ,, 1481.0 ., ~ 1148.5 
Schwefel- } aiia'x “ys 
Monvds B Se « Wwe 306,5_,, 1449.0, 1142.5 
188.0. ,, 1288,0 ,, 1100.0 
172.0 ,, 1312,0 ,, - 1140.0 


Durchschnitt B 314.7 mg 1447.9 mg 1133.2 1 


A bis B : 1046 7 me 149 65mg —1196,351 


Die Resultate dieses Versuches sind folgende: 
Die erste Dosis von Schwefeldioxyd setzte schon jin den erst: 
48 Stunden die respirierte Kohlenoxydmenge bedeutend bherab, und zwa: 
um 814.4 mg, das sind 59,8 %, also mehr als um die Hilfte des normalen 
Durchschnittswertes. Nach der zweiten Dosis sank die produzier: 
Kohlendiox vdmenge auf 316,5 mg, also um 1044.9 mg oder 76.7%, ohi 
sich jedoch weiterhin zu verringern. Durch eine weitere Dosis von 
100 cem Schwefeldioxyd sank die ausgeatmete Kohlendioxydmeny 
wieder, und zwar in den ersten 48 Stunden auf 306.5 mg, diese war als: 
um 1054.9 mg oder 77,5°, kleiner. Nach 3 * 48 Stunden sank si: 
wiederum auf 172 mg, also um 1189,4 mg oder 87,3 °%,. Die durchschnit! 
liche Abnahme der Kohlendioxydproduktion in 7 « 48 Stunden wa: 
1046,7 mg, das sind 76,8 %. Wie zu ersehen ist, konnten die ersten zwe! 
Dosen von je 100 cem Schwefeldioxyd nicht sofort die Dissimilation i: 
dem Mae herabdriicken wie der Zusatz von 350 cem, doch verursacht: 
die dritte Dosis von 100 cem beinahe denselben Effekt wie im vorhe! 
gehenden Versuche. Die Fichte im Kontrollversuche hat waihrend de: 
ganzen Versuchsperiode annihernd die gleiche Menge Kohlendioxy« 
ausgeatmet, doch stieg infolge des neuen Knospenansatzes die Respira 
tion einigermaBen. Die Nadeln des geschwefelten Biumchens farbte: 
sich 5 Stunden nach der Zufithrung von Schwefeldioxyd gelblich, und 
auch die mikroskopische Untersuchung stellte eine starke Schidigung 
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Chlorenchyms der Nadeln fest. Die griine Farbe der Nadeln im 

itrollversuche veranderte sich wihrend des Versuches nicht. 

4. Bei dem vierten Versuche wurde die gr6éBhte Dosis von Schwefel- 

<yd gewahlt. In die Glasglocke wurden 350 cem Schwefeldioxyd 
das sind 1001 mg Schwefeldiox yd) eingefithrt, und zwar zweimal immer 
nach je 2 Tagen, wie bei den friiheren Versuchen. Der ausgefiihrten 
\nalyse gemafB entsprechen die Dosen den bestehenden Verhiltnissen. 
Das Gewicht der Trockensubstanz der geschwefelten Baumchen betrug 
168.66 g. Bei Benutzung ciner Schwefeldioxydmenge von 1001 mg ent- 
fielen auf 100g Trockensubstanz 593,5 mg Schwefeldioxyd; nachdem 
sher zwei solche Dosen, also 2002 mg Schwefeldioxyd zur Verwendung 
velangten, kamen auf 100 ¢ Trockensubstanz insgesamt 1187 mg Schwefel- 
dioxyd. 

Die Schwefeldioxydkonzentration betrug 3,5 Vol.-Proz., war somit 
sehr bedeutend und kommt in der Praxis sehr selten vor. Bei diesen 
physiologischen Versuchen mu mehr die absolute, auf die Gewichts- 
einheit der Pflanze entfallende Schwefeldioxydmenge beriicksichtigt 
werden, als die Volumkonzentration. Wie kénnte eine bedeutende 
Schidigung der Pflanzenzellen, namentlich der Chloroplasten, eintreten, 
wenn in einem Raume die Volumkonzentration des Schwefeldioxyds zwar 
ziemlich stark wire, jedoch die absolute Menge desselben im Verhaltnis 
zur Masse der Pflanzensubstanz unterhalb der Schidlichkeitsgrenze 
liegen wiirde ’ Dies zeigten alle Versuche, weil bedeutende Anteile von 
Schwefeldioxyd von. Wasser aufgefangen und zu Schwefeltrioxyd oxy- 
diert wurden. Deshalb spiilte man das gesamte kondensierte Wasser 
aus, das Baumchen wurde mit destilliertem Wasser gewaschen und die 
Fliissigkeit in einer MeBflasche gesammelt. In der Lésung wurden 
0,6024 ¢ Schwefeltrioxyd, das sind 0,482 ¢ Schwefeldioxyd gefunden. 

Diese Menge mu®B von der Gesamtmenge von Schwefeldioxyd ab- 
vezogen werden, denn sie kam nicht zur Wirkung. 

Gesamtmenge an Schwefeldioxyd. . . . 2002 mg 
ee) ae ee oe 


Wirksame Schwefeldioxydmenge . .. . 1520 mg 


Dies entspricht pro 100g Trockensubstanz des Biaumchens 
0.7 mg SQ,. 

In der nachfolgenden Tabelle VII sind die Versuchsresultate 
enthalten. 

Die Temperatur beim Versuch betrug durchschnittlich 20 bis 22°C. 

Die folgende Tabelle VIII bezieht sich auf die ausgeatmete Kohlen- 


dioxydmenge, die in Milligramm ausgedriickt ist. Der Versuch 1 wurde 


unter dem Einflusse von Schwefeldioxyd, Versuch 2 ohne dessen Ein- 
wirkung ausgefiihrt. 
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Tabelle VII. 
“ae — So _s Zn Z 
ras | Og | «8 | 28a¢ a 
Oe ee | me | eee a6 2s 
Sue | sm | & |e 2 of 8s 
2823) 36 38 | sgaz Bes 
eselo | 3 lg ge a 
~~ © — — —_— s 
g mg mg I 
Unter Ein- Wurzeln 46.33 013 60,229 130.0 0 
wirkung d. Stammu.Aste 95,02 0.29 0.64 608,128 640.0 360.0 
Schwefel Nadeln 27,31; 0.32 2,18 595.358 2180.0 IS304 
dioxyds Summe 168,66 1263,715 749.2 Ai) 
Ohne Ein- Wurzeln 40,66 0.135 54.891 135.0 
wirkung d. Stammu.Aste 72.55 0,26 0,28 203,140 280.0 
Schwefel- Nadeln 35,16; 0,36 035 123,060 350.0 
dioxyds Summe 148.37 - 381.091 256.8 
Tabelle VIII. 
I II 
) 
Produzierte Kohlendioxyd Differe 
menge nach 48 Stunden 
420.5 mg 409.5 mg 11.0 
Vorperiode A 401,0 429.0 — 28.0 
393.5 384.0 Q5 
Durchschnitt A 405.0 mg 407.5 mg 2.5 
Mit SO, Ohne SO, 
. Gabe 350cem SO. 51.0 365.0 mg 214.0 
Videne dhe: L 300cem 151,0 mg 36 ,0 mg B14, 
Binflusse des |= 350 81.0 ., 371.5 290.5 
a 64.0 622.0 558.0 
Schwefel- , hp : 
dinude 8 46.0 739.0 693.0 
) S =a . 
ss 35.0 676,0 ~ 641.0 
Durchschnitt B 75.4 mg 654.7 mg — 479.3 
A bis B — 329.6 mg 147.2 mg $76.80) 





Das Resultat unserer Beobachtung bei der Kohlendioxvdrespirati 


war folgende 


Schon die erste Dosis von Schwefeldioxyd setzte die Menge des aus 


Ya 


geatmeten Kohlendioxyds auf 151 mg, daher 


also mehr als um die Halfte herab: die zweite Dosis verringerte die au-- 
geatmete Kohlendioxydmenge auf 81 mg, also um 324 mg oder 80°, des 


normalen Durchschnittswertes. Weiterhin wurde schon kein Schwef« 


um 254 me oder 62.7 


dioxyd zugesetzt, doch war die junge Fichte schon derart angegriff 


daB® die Respiration stetig sank. Nach weiteren 6 Tagen (3 


48 Stunde: 
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: sie auf 35 mg, daher um 370 mg, das sind 91,3°,. Die durchsehnitt- 


sill 
lich ausgeatmete Menge von Kohlendioxyd (B) ist auf 75.4 mg gesunken, 
war demgemiB um 329,6 mg oder 81,3 % kleiner, als jene im Versuch A, 


wiirend beim Kontrollfichtchen die Respiration durch die Knospung 
sogar noch stieg. Die Nadeln des geschwefelten Baumechens waren 
bereits in 3 Stunden nach Zufithrung des Schwefeldioxyds stark gelblich, 
was im Laufe der Zeit sich noch steigerte und ins Gelbbraune iiberging, 
wihrend im Kontrollversuche die Nadeln des Biumchens ihre gesunde 


orine Farbe beibehielten. 





ele {it Tage | 


Abb. 2. Diagramm A 


Auch durch die mikroskopische Untersuchung wurde im ersten 
Falle eine tiefgehende Schiidigune festgestellt. 

Die Versuchsresultate iiber den EinfluB des Schwefeldiox yds. welche 
in den Tabellen Hf, TV, VI und VILL zahlenmaBig wiedergegeben sind, 
werden in den nachstehenden Diagrammen A und B graphisch dargestellt. 

Die Dissimilationskurven bei Abwesenheit von Schwefeldioxyd sind 
mit O bezeichnet, jene bei Gegenwart von Schwefeldioxyd resultierenden 
mit SO,. 
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\us denselben ist ersichtlich, daB alle O-Kurven trotz der (‘; 
méglichkeit bei pflanzenphysiologischen Versuchen vollkommene {\ 0 


stanz der Versuchshedingungen zu erzielen, sich ziemlich auf gle) hye, 


Hoéhe halten, jene in der Tabelle VIII wiedergegebene in der lett 
Versuchsperiode sogar ansteigt, wiihrend die mit SO, bezeichn te 
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Abb. 3. Diagramm B. 


Kurven von dem Zeitpunkte rapid abfallen, wo mit der Zufiihrung ces 
Schwefeldioxyds in den Atmungsraum der Versuchspflanzchen begonne! 
wurde. Dieselben stellen sehr anschaulich die Depression der Kohlen 
dioxydrespiration durch das Schwefeldioxyd dar. In den Kurvei 
spiegelt sich auch der parallele Verlauf der Variation der Versuchs- 
bedingung in den beiden Versuchsreihen deutlich wieder. 


Zusammenfassung. 

Im ganzen wurden vier Respirationsversuche unter Zusatz ver 
schiedener Dosen wie 0,075, 0,5, 1,0 und 3,5 Vol.-Proz. Schwefeldiox vi 
ausgefiihrt. Natiirlich durfte man mit diesen Schwefeldioxydkonzen 
trationen nicht rechnen, weil das Schwefeldioxyd von dem Wass: 
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welches durch den 'TranspirationsprozeB ausgeschieden wird, absorbiert 
nd in Schwefelsiiure umgewandelt wurde. Infolgedessen muBten wir bei 
ohgenannten Zahlen eine Korrektur vornehmen, indem wir von der 
angewandten Gesamtmenge des Schwefeldioxyds jene Quantitaéten von 
Schwefeldioxyd abzogen, welche sich im Wasser lésten und in Schwefel- 
siure umgewandelt wurden. Es gelangten somit beim ersten Versuche 
tatsichlich 0.0566, beim zweiten Versuche 0.3723, beim dritten Versuche 
7636 und beim vierten Versuche 2.6573 Vol.-Proz. Schwefeldioxyd zur 
Wirkung. Auf 100g Trockensubstanz der Versuchspflanzen iibten bei den 
wnkorrigierten Konzentrationen 322,5 mg, 683,8 mg, 858 mg und 1187 mg 
Schwefeldioxyd ihren EinfluB aus. Diese Mengen sind ebenfalls keines- 
wegs als richtig zu bezeichnen, es miissen vielmehr davon wieder jene 
Mengen von Schwefeldioxyd abgezogen werden, welche in dem transpi- 
rierten Wasser gelést wurden. Nach deren Abzug ergibt das auf 100 ¢ 
Trockensubstanz berechnet im ersten Falle 243,6 mg, beim zweiten 
Versuche 509.2 mg, im dritten Falle 606,3 mg und beim vierten Versuche 
“0,7 mg Schwefeldioxyd. 

Bei allen diesen Versuchen wurde eine gewisse Menge von Schwefel- 
dioxvd von den Assimilationsgeweben aufgenommen und quantitatiy 
festgestellt. Wir fanden, da®B beim ersten Versuche, wo 0,075 Vol.-Proz 
bzw. nach Korrektur 0,0566 Vol.-Proz. Schwefeldioxyd zur Wirkung 
gelangten, vom Wurzelsystem um 151 mg oder in Prozenten aus- 
gedriickt um 24,7 %, vom Stamm und den Asten um 273 mg oder 34,9 %, 
und yon den Chlorophyllapparaten, also von den Nadeln um 458 mg 
oder 62,3° Schwefeldioxvd mehr aufgenommen wurden, als dies bei 
den Kontrollpflanzen der Fall war. Im ganzen Organismus der Fichte 
sammelten sich bei der oberwahnten Schwefeldioxydkonzentration um 
312.9mg oder 44,1°, Sechwefeldioxyd mehr an. 

Bei dem zweiten Versuche, wo 0,5 Vol.-Proz. bzw. nach Korrektur- 
vornahme 0,3723 Vol.-Proz. Schwefeldioxyds einwirkten, befanden sich 
im Wurzelsystem um 20 mg oder 9,09°%, im Stamm und den Asten um 
130 mg oder 32,5°,, in den Chlorophyllapparaten, also in den Nadeln, 
um 1010 mg oder 132,8°,, und in der ganzen Fichte um 371,11 mg oder 
77.9% Schwefeldioxyd mehr als in den Kontrollpflanzen. 

Beim dritten Versuche, als 1 Vol.-Proz. bzw. bei Korrektur 
).7636 Vol.-Proz. Schwefeldioxyd ihren EinfluB ausiibten, waren im 
Stamm und den Asten um 550 mg oder 98,2 °%, und in den Chlorophyll- 
apparaten (Nadeln) um 520 mg oder 83,8 °% und in dem Organismus der 
ganzen Fichte um 399,74 mg oder 87,1 °, Schwefeldioxyd mehr kon- 
statierbar als bei den Kontrollpflanzen. 

Beim vierten, also letzten Versuche, woselbst 3,5 Vol.-Proz. bzw. 
nach Korrektur 2,6573 Vol.-Proz. Schwefeldioxyd einwirkten, waren 
im Wurzelsystem um 5 mg oder 3,7°%%, schwefliger Saiure weniger, im 


Biochemische Zeitschrift Band 136. 21 





J, Stoklasa: 


Stamm und den Asten dagegen um 360 mg oder 128,5°%, mehr, in 
Chlorophyllapparaten (Nadeln) um 1830 mg oder 522,8° mehr wi 
der ganzen Fichte um 492,4 mg oder 191,7°, Schwefeldioxyd 
vorhanden, als bei den Kontrollpflanzen. 

Aus allen diesen analytischen Daten ist zu ersehen, daB die Chi iro. 
phyllapparate stets die gréBten Mengen von Schwefeldioxyd a) 
nommen haben. Die gréBten Mengen fanden wir davon beim vierten 
zweiten Versuche, und zwar 

beim vierten Versuche. . ... . . 1830 mg 
zweiten Ls pao st EEO eres HN ta 
dritten - ‘Gri etinet Pevitet Haan de 
ersten 9s eee ae a | ee 

Die Gesamtmenge von Schwefeldioxyd schwankt zwischen 312,{) 
(beim ersten Versuche) und 492,4 mg (beim vierten Versuche). 

Das Schwefeldioxyvd hat in allen vier Versuchen eine Herabsetz ing 
der Produktion an Kohlendioxyd hervorgerufen. 


Bei 0,075 Vol.-Proz. SO, maximal 31,0°,, im Durchschnitt 21,3‘ 
3 Oe a 3 yg 71,3%, 5 
59g ia “ Oh ee 3 
99 a0 a a , O13. ,, = 


52,8 


Obzwar die angewandten Schwefeldioxydkonzentrationen 
Mengen sowie die absorbierten Anteile weitaus héher sind als sie 
Schidigung der Pflanzen hinreichen und bei 1% und 3,5° sogai 
normal hoch waren, fand nie eine vollstindige KEinstellung der Ri s)i- 
ration statt, wenngleich in dem letzten Falle dieselbe stark herabsa 
Der autotrophe Stoffwechsel, die Kohlendioxydassimilation unter |i. 
wirkung der wirkenden Energie, der Kraft des Sonnenlichtes, werden durch 
minimale Mengen von Schwefeldioxyd beeintrdchtigt. Die Voradnge uber 
bei der Atmung, also die mit maximalem Energiegewinn verbun:lew 
Oxydation wird durch das Schwefeldioxyd nicht in solch intensiver Wis: 
gestort. Das Schwefeldioxyd ist allerdings ein ausgezeichnetes Reagenz |i 
die Assimilationstdtiakeit eines Blattes, jedoch nicht fiir die Dissimilations 
vorgange. 

In allen Versuchen konnten wir schon makroskopisch beobacht« 
daB die Nadeln durch Schwefeldioxyd beschidigt waren. Die toxiscl 
Wirkung war beim dritten und vierten Versuch am intensivsten. Unser 
mikroskopischen Untersuchungen haben ergeben, daB das Chlorenchy 1 
namentlich die Chloroplasten angegriffen waren. Beim ersten Versuch 
verloren die Chloroplasten schon ihre scharfen Konturierungen und |e 
gannen sich anscheinend durch Quellung etwas zu vergréBern, wobei si 
sich einander naherten. Bei dem zweiten, dritten und vierten Versuc! 
bleichten die Chlorophyllkérner, es fand eine Abscheidung von Oltropfen 
statt und ein vollstandiger Abbau des Chlorophylls wurde hervorgerutlen 
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2, Gasometrische Methoden zur gleichzeitigen Bestimmung des gebildeten 
Kolilendioxyds und des abgeschiedenen Sauerstoffs unter dem Einflu8 des 
Schwefeldioxyds. 

Zur Feststellung der Einwirkung des Schwefeldioxyds auf die 
produzierende Menge von Kohlendioxyd und des ausgeschiedenen Sauer- 
toffs haben wir die Apparate von Maquenne und Demoussy benutzt. 
\it Hilfe dieser Apparate bestimmten wir den Prozentgehalt der ein- 
velnen Bestandteile der zu analysierenden Gasmischungen. Die genaue 


Beschreibung dieser zweckmaBigen Methode von L. Maquenne und 
£. Demoussy befindet sich auf S. 15 ihrer Publikation ,,Nouvelles 


recherches sur les échanges gazeux des plantes vertes avec l'atmosphére”’. 
Verlag von Gauthier-Villars, Imprimeur-Libraire du Bureau des Lon- 
yitudes de L’école polytechnique, Quai des Grands-Augustins, 55. 
Paris 1913. 

Der Respirationsquotient wurde durch momentane Probeentnahme 
der Respirationsgase unter miafiger Variation des Druckes festgestellt. 


Genau abgewogene gleiche Mengen griiner, frisch abgeschnittener 
Fichtenastchen wurden in Glaszylinder von etwa 27 cm Linge, etwa 5 cm 
Breite und etwa 485 ccm Inhalt gegeben. Die Zylinder endeten unten mit 
einer Réhre, waren mit einem Glashahn versehen und wurden oben mit 
einem Kautschukstopfen, durch welchen ein Kapillarrohr mit Hahn ragte, 
verschlossen. Das Kapillarrohr reichte bis in die Mitte der Zylinder und 
diente zum Absaugen der Gase. Vier derartige Zylinder wurden in einen 
mit Wasser gefiillten und fiir Licht undurchlissigen Thermostaten ein- 
gesetzt, so daB sie in demselben vertikal standen und die unteren Roéhren 
der Zylinder durch den Boden ragten, wo sie von Stopfen festgehalten 
wurden. Die oberen Teile der Kapillarréhren ragten aus dem Thermostaten 
heraus. Der Thermostat befand sich in einem Raume, wo eine konstante 
Temperatur von 22 bis 23°C herrschte. 

Das Arrangement war bei allen Versuchen folgendes: Nachdem die 
Réhren mit der gewogenen Menge Aste beschickt waren, wurden sie mit 
einem Kautschukstopfen verschlossen, sodann hat man aus jedem Zylinder 
etwa 50 cem Luft mittels der Hempelschen Quecksilberbiirette durch das 
erwihnte Kapillarrohr.abgesaugt, je zwei Zylindern (Nr. 2 und 4) die 
entsprechende Menge Schwefeldioxyd mittels einer kleinen Hempelschen 
Quecksilberbiirette durch das Kapillarrohr zugefiihrt und dann in allen 
Zylindern (auch in den Kontrollzylindern) durch Offnen des oberen Hahnes 
der Druck ausgeglichen. Die Zylinder Nr. 1 und 3 dienten zur Kontrolle, 
es wurde denselben kein Schwefeldioxyd zugesetzt. Sodann wurden die 
Zylinder in den Thermostaten eingesetzt und bei konstanter Temperatur 
24 Stunden darin belassen. Hierauf nahmen wir die Zylinder nacheinander 
heraus, es wurden in jeden derselben durch das Kapillarrohr etwa 20 ccm 
Quecksilber eingelassen und die Luft durchgeschiittelt. Dann saugten wir 
durch die Kapillare etwa 80 ccm Luft in eine Hempelsche, mit Quecksilber 
gefiillte Biirette plétzlich ab, und die so gewonnene Luftprobe wurde einer- 
seits zur titrimetrischen Bestimmung des Schwefeldioxydrestes, anderer- 
seits zur Gasanalyse (etwa 70 bis 80 ccm) verwendet. Die Probeentnahme 
nahm nur 3 bis 5 Sekunden in Anspruch, so daB ein Absaugen der Gase 
aus den Pflanzenzellen nicht eintreten konnte. Das Schwefeldioxyd wurde 


21° 
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in 10 cem dieser Luftprobe mittels n/100 Jodlésung durch Riicktitr 
mit Thiosulfatlésung bestimmt. Dies geschah bei allen Zylindern, w 
zeigte sich auch bei den von Schwefeldioxyd freien ein ganz geringer 
brauch an Jod, was man der Wirkung der Terpene zuschreiben mul} 
sonsten wurde konstatiert, daB eine praktisch vollstandige Absor; 
des Schwefeldioxyds stattfand und nur geringe Spuren desselben i 
geblieben sind. Das Kohlendioxyd wurde in je etwa 70 cem durch 
sorption mittels Kalilauge, der Sauerstoff durch Absorption in an 
niakalischer Kupferoxydullésung in Hempelschen Pipetten bestimmt. 

Die analytischen Resultate wurden dann auf Prozente umgerec 
und auf die Temperatur von 0° C und den Barometerstand 760 mm reduz 
Da der normale Sauerstoffgehalt bei den angegebenen normalen Pi 
gungen 20,92°,, der gasanalytisch gefundene S®%, der Kohlendioy 
gehalt K°, betrugen, wurde der Quotient nach der Formel: 

K 
20,92 —S 
berechnet. 

Diese so berechneten Respirationsquotienten sind die scheinbaren jind 
nicht die reellen, da die von der Pflanze absorbiert gehaltenen Luftant: 
nicht mit beriicksichtigt wurden. Die reellen Respirationsquotienten 
wegen sich nahe der Zahl 1. In unserem Falle handelte es sich um d 
tatsichlich ausgeatmeten Gase und den EinfluB, welchen das Schwef 
dioxyd auf die Respiration ausiibt, weshalb wir die sogenannten scheinbare: 
Respirationsquotienten mittels der beschriebenen Methode, welche \ 
allen bis jetzt bekannten Methoden fiir unsere Zwecke die besten Resultat 
liefert, bestimmt haben. 


1. Versuchsrethe. 

Die fiir einen Versuchszylinder angewandte Menge Schwefeldioxyd 
betrug 4,85 cem, also 1 Vol.-Proz. In jeden Zylinder und auch in dev 
Kontrollzylinder wurden je 15g frischer Fichtenistchen gebracht, dere 
Trockensubstanzgewicht sich auf 5,5311 g belief. Die Versuchstemperati 
betrug 23° C, der Barometerstand bei der Messung 745mm. Die Schweti 
dioxydmenge betrug 12,45 mg (das sind 225 mg auf 100 g Trockensubstanz 
der Aste). Die Resultate, auf normale Bedingungen reduziert, sind folgend: 





Obne SO, Mit SO, (1 Vol.-Pr 
Nr. 1 Nr. 3 Nr. 2 Nr. 4 
5,82 


2 
8 11,65 
0 82,53 


Boblendioxyd=K ........ 5,96 6,52 5,3 
Oe Se ss 2,28 11,80 5 


| 
RM oe peat 81.76 81,61 81,1 


Unverbrauchter O, = 20,92—S . 8,64 9,12 8,34 9,27 


: K = = d 
Quotient = — 0.690 0,714 0.637 0,628 
Mittlerer Wert des Quotienten . . 0,702 0,632 


Es wurde somit der Respirationskoeffizient um 9,°, herabgesetz' 

Bei diesen Versuchen war bei den Pflanzen, welche mit SO, b: 
handelt wurden, also bei den Zylindern Nr. 2 und 4 makroskopisch sow i: 
mikroskopisch eine starke Beschidigung wahrnehmbar. 
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2. Versuchsrethe. 

In jeden Zylinder wurden 15 g griiner Masse gegeben und zwei Zylindern 
ie 9,7'cem, das sind 2 Vol.-Proz., Schwefeldioxyd zugefiihrt. Die griine 
Masse enthielt 39,75°, Trockensubstanz, was 5,321] g entspricht. Da 
die angewandte Schwefeldioxydmenge 24,96 mg betrug, so ergibt das 
wf 100g Trockensubstanz 469 mg. Die Temperatur betrug wieder 23°C, 
der Druck 737 mm. Die Resultate, auf Normalbedingungen umgerechnet, 
sind in der folgenden Tabelle enthalten: 





Ohne SO, Mit SO. (1Vol.-Proz.) 


Nr. 1 Nr. 3 


ROMMIOCES I. ve pia ects 6,49 6,76 4,29 3,74 
Sauewstoliw S ..... ph + on ae 11,42 13,65 14,23 
StiekstOe 68. we ee POR PSEC) 1) eae | 8E00 
Unverbrauchti: Sauerstoff = 20,.92--S 8,90 9,50 7,27 6,69 
a ; K - - “ ae 
Respirationsquotient = 092.S° 0.729 0,711 0,590 0.562 
Mittelwert des Respirationsquotienten . 0,720 0.576 


Durch die Kinwirkung von 2 Vol.-Proz. Schwefeldioxyds wurde 
der Respirationsquotient um 20°, herabgesetzt. 

Es lieBen sich auch bei diesen Versuchen an den Pflanzen, zu welchen 
Schwefeldioxyd zugesetzt wurde, also bei den Zylindern Nr. 2 und 4 so- 
wohl makroskopisch als auch mikroskopisch Beschadigungen  kon- 
statieren. 


9 


3. Versuchsreihe. 


Fiir jeden Zylinder wurden je 15g frischer griiner Aste verwendet. 
Ihre Trockensubstanz wog 5,1908g. Zwei Zylindern wurden je 17 ccm, 
das sind 3,5 Vol.-Proz. Schwefeldioxyd zugefiihrt, so daB auf jede Probe 
der Aste 43,61 mg und auf 100 g Trockensubstanz 840 mg Schwefeldioxyd 
entfielen. Die Versuchstemperatur war wieder 23°C bei 745 mm Druck. 
Die Analysenresultate, auf normale Druck- und Temperaturverhiiltnisse 
reduziert, sind in der folgenden Tabelle enthalten: 





Ohne SO, Mit SO.(3,5VoLsProz. 


Nr. 1 Nr. 3 


Momndionyad = Ks. - 2. kee 5,26 5,52 2, 1,91 
Samemmtore = ©... ww ke 13,23 12,82 5, 16,67 
A aga aaa aa ere a 81.51 81,66 2, 81.42 


Sauerstoffrest — 20,92 © ee DER ed 7.69 8,10 5.3! 4,25 


kK 
0.6 820 0,449 
20.92 — S 684 0,68 401 44 
Mittelwert des Respirationsquotienten . 0,683 0.425 


Respirationsquotient 


Durch Einwirkung von 3,5 Vol.-Proz. Schwefeldioxyd sank der 


Respirationsquotient um 37,7 %. 








326s J. Stoklasa: Einflu8 des SO, auf die Atmung der Phaneroga: 


Es konnten wieder an jenen Pflanzen, zu welchen Schwefeldi: 
augefiihrt wurde (bei den Zylindern 2 und 4), sowohl makroskopisc! 
auch mikroskopisch intensive Beschadigungen beobachtet wer 

Durch die Einwirkung des Schwefeldioxyds ist nicht nur 
Respiration (d. i. die absolute Menge des ausgeatmeten Kohlendiox\ 
gesunken, sondern wurde auch der Respirationsquotient erniedrigt, 
Derselbe wurde gegeniiber den normalen Quotienten wie folgt her). 
gesetzt: 


Bei 1 Vol.-Proz. SO, um 9,9% 
2 fe » 20,0% 


- ss 


und ,, 3,5 9 - 37,7% 


Die Sauerstoffatmung, d.h. der Gaswechsel der Atmung, wurde durch 
die Einwirkung des Schwefeldioxyds herabgedriickt, jedoch selbst bei V or- 
handensein von 3,5 Vol.-Proz. Schwefeldioxyds ebenso wie bei den friiheren 
Versuchen nicht vollig sistiert. Das Verhaltnis bei dem abgegebenen Kohlen- 
dioxyd zum aufgenommenen Sauerstoff, also der respiratorische Quotient 
sank unter der Einwirkung von 3,5 Vol.-Proz. Schwefeldioxyd blo wm 
38%. Da die Assimilation von Kohlendioxyd in der Pflanzenzell: 
unter Einflufs des Chlorophylls stattfindet und Katalysatoren auch auf div 
Geschwindigkeit der Umkehrungsreaktion in der gleichen Weise einwirken, 
so diirfte sich die Verminderung der Kohlensduredissimilation auf ein 
Giftwirkung des Schwefeldioxyds auf den genannten Katalysator zuriick- 
fiihren lassen. Auferdem wird jedenfalls ein Teil des Sauerstoffs in freien 
oder gebundener, aber zur Oxydation geeigneter Form in der Zelle — wo dir 
Oxydation des absorbierten Schwefeldioxyds vor sich geht — durch das 
Schwefeldioxyd verbraucht, die Sauerstoffkonzentration und dadurch das 
Oxydations potential herabgesetzt, was eine Herabsetzung der Kohlendio.x y- 
respiration zur Folge hat. Ks wurde vielseitig bestdtigt, dap die Atmung 
als Gaswechsel viel widerstandsfdhiger gegen die toxische Wirkung «les 
Schwefeldioxyds sich erweist als andere Stoffwechselprozesse. Wie aus 
Palladins und meinen Versuchen hervorgeht, erfolgen die Sauerstof|- 
absorption und Kohlendioxydausscheidungen sogar nach der Abtétung des 
Plasmas durch niedere Temperatur, wobei die Enzyme intakt bleiben. Aber 
auch wenn die enzymatische Atmung sistiert ware, findet durch die katal yti- 
schen Vorgdnge eine sehr schwache Kohlendioxydproduktion statt, welch 
von Grafe als ,,postmortale Oxydation* bezeichnet wird. 
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Uber die chemischen Bestandteile griiner Pflanzen. 


XXVIII. Mitteilung. 
Kritisches tiber das Vorkommen der Bernsteinsiure in den Pflanzen. 


Von 


Hartwig Franzen und Rudolf Ostertag. 
(Aus dem chemischen Institut der Technischen Hochschule zu Karlsruhe). 


(Eingegangen am 12. Januar 1923.) 


Ebenso wie das Schrifttum iiber das Vorkommen der Apfelsiiure, 
Citronenséure und Weinsaure in den Pflanzen, haben wir auch das iiber 
das Vorkommen der Bernsteinsiure einer kritischen Durchsicht unter- 
zogen, um die gesicherten Vorkommnisse dieser Siure kennen zu lernen. 
Bei der Beurteilung der einzelnen Arbeiten wurden wieder die gleichen 
Grundsatze angewendet wie bei den friiheren auch, d. h., es wurde der 
Nachweis nur dann als sicher angenommen, wenn quantitative Ana- 
lysen der Saure selbst oder ihrer Abkémmlinge vorlagen, wahrend 
qualitative Reaktionen im allgemeinen nicht als zureichend fiir den 
sicheren Nachweis angesehen wurden. 

Die Arbeiten iiber das Vorkommen der Bernsteinsaure in den 
Pflanzen sind erheblich weniger zahlreich als die tiber das der bisher 
bearbeiteten Saiuren. Es waren nur 28 Arbeiten durchzusehen, nach 
denen in 33 Pflanzen bzw. Pflanzenteilen diese Saiure enthalten sein 
soll. Das Ergebnis ist in diesem Falle erheblich besser als bei den 
friheren Arbeiten. Das liegt wohl daran, daf die Bernsteinsdiure ein 
in Wasser verhiltnismifig schwer léslicher, gut kristallisierender 
Korper ist und sich daher leicht in reinem Zustande abscheiden laBt. 

Das Ergebnis der kritischen Durchsicht ist das folgende: 

Bernsteinsiure ist wahrscheinlich nachgewiesen in: 

1. Lactuca virosa (Blatter). 

2. Lactuca sativa (Blatter). 

3. Musa Basjoo (Pseudostamm). 
Biochemische Zeitschrift Band 136. 








H, Franzen u. R. Ostertag: 


Bernsteinsiure ist sicher nachgewiesen in: 

1. Wermut, Artemisia Absynthium (Kraut). 

2. Weinstock, Vitis vinifera (unreife Beeren). 

3. Tollkirsche, Atropa Belladonna (Kraut). 
Rhabarber, Rheum officinale (Blattstiele). 
Schéllkraut, Chelidonium majus (Kraut). 
Buschwindréschen, Anemone nemorosa (vergilbte Bl 
Himbeere, Rubus Idaeus (Blatter). 
Vogelkirsche, Prunus avium (Friichte). 
Echeveria secunda glauca (Blatter). 

10. Eberesche, Pirus Aucuparia (Beeren). 

AuBer in den erwihnten Pflanzen tritt Bernsteinsiiure noch 
bei der trocknen Destillation einer Reihe von Harzen auf. Wir ha 
diese Vorkommnisse fortgelassen, weil nicht nachgewiesen ist, 0 
Bernsteinsiure als solche in den Harzen vorhanden ist, oder « 
bei der Destillation entsteht. 


Arbeiten, in denen lediglich behauptet wird, da8 Bernsteinsiiure in Pflanzey 
vorhanden ist. 

1. Auszug eines Briefes des Herrn Apothekers Bauwp in Vevey an H 
Apotheker G. H. Zeller in Nagold (Buchners Repert. f. Pharm. (2) 3 
390, 1835): 

In den Knollen der Kartoffeln, Solanum tuberosum. 
2. M. M. Pattison Nuir (Journ. of the Chem. Soc. 27, 733, 1874 
Im neuseelindischen Kaurigummi, Dammara australis. 
R. Boehm (Arch. d. Pharm. 235, 660, 1897): 
Im Tubo- oder Paracurare. 
. Henry G. Smith (Chem. News 88, 135, 1903): 
Im Holz von Arites excelsa. 


Arbeiten, in denen versucht wird die Anwesenheit von Bernsteinsiure in 
Pflanzen durch qualitative Reaktionen nachzuweisen. 


Lecanu und Serbat (Journ. de Pharm. 8, 541, 1822; Ann. de Chin 
de Phys. 21, 328, 1822) unterwarfen Terpentin der trockenen Destillat 
und erhielten am SchluB nadelf6rmige Kristalle. Diese waren leicht |6- 
in Alkohol und Wasser; die Lésung rétete Lackmus. Die durch Pottas« 
neutralisierte Lésung verhielt sich gegen Eisen-, Mangan-, Kupfer-, bi: 
Zinn-, Magnesium-, Aluminium-, Barium- und Strontiumsalze wie 
solehe von bernsteinsaurem Natron. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

Amédée Cailliot (Journ. de Pharm. 1830, 8. 436; Trommsdorffs nm 
Journ. d. Pharm, 23, (2) 168, 1831) unterwarf StraBburger Terpentin 
Abies pectinata der Wasserdampfdestillation. Das Riickstandswas«' 
welches schwach sauer reagierte, wurde mit Ammoniak neutralisiert 
eingedampft ?). Es bildete sich ein kristallinisches Salz, welches Ba 
und Kalksalze weifgelblich, Eisenoxydulsalze aber gelbrétlich fi 
Mangansalze gaben keinen Niederschlag. Auch gegen andere Reagen 
verhielt sich der K6rper wie bernsteinsaures Ammoniak. 

Der Nachweis ist unzureichend. 
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X. Landerer (Buchners Repert.d. Pharm. (2) 17, 101, 1839) unter 

te 6 Drachmen 20 Gran Rindensekret von Maulbeerbiumen, Morus 

1, welehes in Form und Farbe dem Mastix glich. Durch Kochen mit 
100fachen Gewicht Wasser trat Lésung ein; diese gab mit Barium- 

rid einen sehr reichlichen Niederschlag, der mit Schwefelsiure zersetzt 
vurde. Das Filtrat vom Bariumsulfat setzte beim Eindampfen prismatische 
nd seidenglanzende blattrige Kristalle ab. Sie schmolzen bei gelinder 
Warme, braunten sich etwas und stieBen einen heftig zum Husten reizenden 
Dampf aus; zuletzt verfliichtigten sie sich unter Zuriicklassung einer un- 
deutenden Menge Kohle. Beim Erhitzen in einem langen Glaskolben 
blimierten sie in Form seidenglanzender durchsichtiger Nadeln. — Sie 
sten sich in 10 bis 12 Teilen Wasser, wihrend die urspriinglichen hierzu 
vegen 50 Teile benédtigten. Die wisserige Auflésung der Saure gab mit 


Silbernitrat eimen weiBen, sich an der Luft braunenden, mit Eisenchlorid 
inen grinlichgelben, mit essigsaurem Blei einen reichlichen weiben Nieder 


schlag. Goldauflésung wurde unter Gasentwicklung reduziert. Durch 
Neutralisieren mit Kali und Natron entstanden zerflieBliche Salze. Durch 
<onzentrierte Schwefelsiure wurden die Kristalle in eine salzige Substanz 
mgewandelt. Salpetersiure oxydierte anscheinend zu Oxalsiiure. 


Der Nachweis ist unzureichend. 


O. Koehnke (Arch. d. Pharm. (2) 39, 153, 1844) kochte Lactuca virosa 
ind Lactueca sativa mit Wasser aus, fallte mit Bleiacetat und zersetzte 
mit Schwefelwasserstoff, dampfte das Filtrat vom Bleisulfid ein und 
fallte die Pektinstoffe mit Alkohol. Die alkoholische Lésung wurde mit 
Wasser versetzt, der Alkohol abdestilliert, die L6sung mit Ammoncarbonat 
gesiittigt und eingedampft. Es hinterblieb ein kristallines Ammonsalz aus 
dem uber das Bleisalz die freie Saure gewonnen wurde.  Prismatisch- 
tafelf6rmige Kristalle, die in der Hitze vollstandig fliichtig waren unter 
Bildung von zu Husten reizenden Dimpfen und eines Sublimats, aus 
welcher die Saure wiedergewonnen werden konnte. Die wasserige Losung 
yab Niederschlage mit Bleiacetat, Silbernitrat, Mercuronitrat, Zinkacetat 
ind einen braunlich-voluminésen mit Eisenchlorid. Weiter wurde noch 
das saure Kalisalz, beide Natronsalze, das saure Ammonsalz, das Kalk-. 
Barium-, Magnesium-, Kupfer-, Silber-, Zink-, Ferri- und das Bleisalz 
hergestellt und mit den entsprechenden Salzen aus kéuflicher Bernstein- 
siure verglichen, wobei sich vollstandige Ubereinstimmung zeigte. 

Die qualitativen Reaktionen und der Vergleich verschiedener Salze aus 
der fraglichen Sdure und aus kduflicher Bernsteinsdéure machen es immerhin 
wahrscheinlich, daB in Lactuca virosa und in Lactuca sativa Bernsteinsdure 


enthalten ist. 


Michele Cappola (Gaz. chim. ital. 10, 9, Ref. Ber. d. deutsch. chem. 


“Gesellsch. 13, 578, 1880) untersuchte Stereocaulum Vesuvianum.  ,,Der 


Verfasser hat aus dieser Pflanze, welche beim Verbrennen eine an Kiesel- 
siure, Eisenoxyd und Tonerde reiche Asche hinterlaBt, durch Ausziehen 
mit Kalkmilech, Fallen der Ausziige mit Bleiessig, Zersetzen des Bleinieder- 
schlags mit Schwefelwasserstoff, Aufnehmen der dadurch in Freiheit ge- 
setzten organischen Verbindungen in Ather usw. neben einem harzigen 
Farbstoff eine Saure (F 179 bis 181°) isoliert, die allem Anschein nach Bern- 
steinsiure ist.” Ferd. Tiemann. 


Der Nachweis ist unzureichend. 











. 
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Wilh. Keim (Zeitschr. f. analyt. Chem. 30, 401, 1891) neutrali 
den Saft der Weichselkirschen, Prunus cerasus, mit Calciumcear| 
filtrierte den Niederschlag ab, wandelte durch Kochen mit Natriumear! 
in die Natronsalze um und fallte nach dem Neutralisieren mit Essig- ;\;y, 
die Citronensaure durch Kochen mit Ammonacetat und Caleiumac ta: 
Aus dem Filtrat vom Calciumcitrat wurde durch Zusatz von Bleiacota; 
und 2 Vol. Alkohol apfelsaures Blei gefallt. Das Filtrat wurde mit Schy fe) 
wasserstoff zersetzt, das Filtrat vom Bleisulfid auf dem Wasserbade. ej 
geengt, mit Ammoniak neutralisiert und mit neutraler Eisenchlorid]i.\) 
gefallt, der Niederschlag abfiltriert, in Schwefelsiure gelést, die Losing 
mit Ather ausgeschiittelt und der Ather verdampft. Der Riickstand bil let: 
unter dem Mikroskop deutlich monokline Prismen. ,,Beim Erhitze: jy 
Platinléffelchen schmolzen die Kristalle, um dann unter Entwicklung de; 
charakteristischen, stechend riechenden Dimpfe sich zu_ verfliichtiyen 


Der Nachweis ist unzureichend. 


S. Sawa (Bull. Soc. Agr. of Tokio 4, 399, 1900/01) preBte den Psei 
stamm von Musa Basjoo aus, fallte 400 ccm des filtrierten Saftes mit || 
acetat, zersetzte mit Schwefelwasserstoff und dampfte das Filtrat 
Bleisulfid zur Trockne ein, wobei 0,72 g einer kristallinen Masse zuriick 
blieben. Eine Probe lieferte beim Erhitzen auf dem Platinblech die fi 
Bernsteinsaure charakteristischen, stechend riechenden Dampfe. Die Mass: 
wurde in wenig Wasser gelést und die Lésung mehrmals mit Ather us 
geschiittelt; beim Verdampfen des Athers hinterblieben Kristalle, die mit 
denen der Bernsteinsaéure iibereinstimmten (F. 179,5°). Die gesittigt 
Lésung des Natriumsalzes gab mit Eisenchlorid einen braunlichen Nieder 
schlag. 


Die qualitativen Reaktionen und vor allen Dingen der Schmelzpwunkt 
machen es immerhin wahrscheinlich, daB Bernsteinsdure in Musa Basjo 
vorkommt. 


A. Tschirch und G. Weigel (Arch. d. Pharm. 288, 387 u. 411, 100 
unterwarfen Larchenterpentin, Larix decidua, der trocknen Destillatic: 
Am dritten Tage zeigten sich an der Retortenwandung einige kleine Kr 
stallchen, die in warmem Wasser léslich waren und deren Lésung mit Eise1 
chlorid einen rotbraunen Niederschlag gaben. Die Destillate wurden i: 
Ather gelést, die Lésung mit 2 proz. Sodalésung ausgeschiittelt, die wasserig 
Lésung eingedampft, Harz abfiltriert, mit Schwefelsiure angesiuert und 
Ameisensiiture und Essigsiure mit Wasserdampf iibergetrieben. — Der 
Destillationsriickstand wurde eingedampft, der Riickstand mit Alkoli 
ausgezogen und letzterer verdampft, wobei ein geringer Riickstand hinte: 
blieb. Seine neutralisierte Lésung gab mit Eisenchlorid, Bariumchlorid «ni 
Bleiacetat die fiir Bernsteinsiure charakteristischen Fallungen. Nac 
dem Umsublimieren schmolz die Siiure bei 182 bis 183°. 

Die qualitativen Reaktionen und der Schmelzpunkt machen es wah 
scheinlich, daB bei der trocknen Destillation des Ldrchenterpentins Bernst« i) 
sdure entsteht. 


A. Tschirch und E. Bruening (Arch. d. Pharm. 239, 616, 630 u. 487 
untersuchten nach der gleichen Methode wie beim Lirchenterpentin 4 
schildert den Harzbalsam von Picea vulgaris, den von Pinus pinaster 
den von Abies canadensis. 
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Nach den Angaben ist es wahrscheinlich, daB bei der trocknen Destillation 
les Harzbalsams von Picea vulgaris und von Abies canadensis Bernsteinsdure 
entsicht, da in beiden Fallen der Schmelzpunkt der Sdure angegeben ist. Im 
Falle von Pinus pinaster ist der Nachweis unzureichend, 


1. Tschirch und B. Niederstadt (Arch. d. Pharm. 2389, 145, 1901) 
connten unter den Destillationsprodukten des Harzes von Pinus silvestris 
Bernsteinsaure nachweisen; die Siure gab die charakteristischen Fallungen 
mit Ferrichlorid, Bariumchlorid und Bleiacetat und schmolz nach der 
Sublimation bei 184°. 

Es ist wahrscheinlich, dag bei der trocknen Destillation des Harzes von 
Pinus silvestris Bernsteinsdure entsteht. 


Tschirch und Koch (Arch. d. Pharm. 240, 202 u. 272, 1902) konnten 
aus den Produkten der trocknen Destillation von Damara orientalis und 
des Harzes von Picea vulgaris geringe Mengen Bernsteinsiure abscheiden. 
Die Saure gab die charakteristischen Reaktionen mit Eisenchlorid, Barium- 
hlorid und Bleiacetat. Der Schmelzpunkt ist nicht angegeben. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


Bille Gram (Landwirtsch. Versuchsstat. 57, 276, 1902) riihrte 50¢ 
durch Ather entfettete Samen des Fenchels, Foeniculum capillaceum, mit 
Wasser zu einem diinnen Brei an und fiigte 4 bis 5 cem 30 proz. Essigsiure 
hinzu. Nach 1 Stunde wurde abfiltriert und das Verfahren so oft wieder- 
holt, bis der Auszug mit Bleiacetat keinen Niederschlag mehr lieferte. 
Die Lésungen wurden mit Soda neutralisiert, mit neutralem Bleiacetat 
gefallt, nach Zusatz von 2 Vol. Alkohol filtriert, mit einem Gemisch von 
\lkkohol und Wasser ausgewaschen, mit Schwefelwasserstoff zerlegt, das 
Filtrat vom Bleisulfid auf ungefahr 150 ccm eingedampft und mit Kalium- 
carbonatlé6sung neutralisiert. Die Lésung wurde mit Eisenchlorid auf 
Bernsteinséure gepruft; die Reaktion war aber nicht besonders charak- 
teristisch. Uber das Bleisalz wurde wieder die freie Siure gewonnen und 
diese durch Erhitzen in einem Sandbade auf 160° der Sublimation unter- 
worfen. Die mikroskopische Untersuchung des Sublimats zeigte, dab 


' wahrscheinlich ein Gemisch von Fumar-, Malein- und _ Bernsteinsiure 


vorlag. Der Riickstand wurde ausgekocht; nach dem Erkalten schied sich 
Fumarsiure ab. Das Filtrat hiervon gab nach dem Neutralisieren mit Kali 


| auf Zusatz von Bariumchlorid beim Kochen bernsteinsauren Baryt; dieser 


gab beim Stehen mit wenig Wasser und einigen Tropfen Eisenchlorid- 
ldsung einen rotbraunen gelatinierenden Niederschlag. 
Der Nachweis ist unzureichend. 


Constantin Zwenger (Liebigs Ann. 48, 122, 1843) kochte Wermut, 
Artemisia Absynthium, ohne Wurzeln, mit Wasser aus, fallte mit Bleiacetat 
und vervollstandigte die Fallung durch fast vollstandiges Neutralisieren 
mit Ammoniak. Der Bleiniederschlag wurde mit Schwefelwasserstoff 
zerlegt, das Filtrat vom Bleisulfid nochmals mit Bleiacetat gefallt, wieder 
zerlegt, das Filtrat vom Bleisulfid zu einem Sirup eingedampft und dieser 
mit Ather ausgezogen. Der nach dem Abdestillieren des Athers hinter- 
bleibende schwarzbraune Riickstand wurde mit Wasser iibergossen, vom 
ausgeschiedenen Harz getrennt und eingedampft; die hierbei erhaltenen 
Kristalle wurden sublimiert und durch Wasser oder Salpetersiiure von 
Enpyreuma gereinigt. 40 Pfund trockner Pflanzen gaben kaum | g trockner 
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Saure. Mit Blei und Silbersalzen gab sie eine weiBe Fallung und mit | 
chlorid einen braunroten Niederschlag. Die Elementaranalyse der 
und des Silbersalzes gaben auf Bernsteinséiure bzw. sein Silbersal: 
stimmende Werte. 

Es diirfte sicher sein, daB im Wermut Bernsteinsdure enthalten isi 


Heinrich Bunner und Rudolf Brandenburg (Ber. d. deutsch. « 
Gesellsch. 9, 982, 1876) preBten 50 Pfund Trauben, Vitis vinifera, die 
Juni geerntet waren, lieBen den Saft in Kreide flieBen, filtrierten, ko 
das Filtrat auf, filtrierten und dickten das Filtrat auf dem Wasserbacd 
Die dunkelbraune, zihe Masse wurde mit heiBem Wasser ausgezogen 
Auszug mit Tierkohle entfarbt und eingedampft, wobei harte Kri 
krusten erhalten wurden. Das Kalksalz wurde zum Teil in das Silbe: 
zum Teil in das Bleisalz tiberfiihrt und aus diesen die freie Saure darges' 
Nach dem Reinigen mit Tierkohle und Umkristallisieren aus Alkoho! 
Ather wurden weiG®e, sublimierende Kristalle vom Schmelzpunkt 
erhalten. Eisenchlorid gab mit der Lésung des Kalksalzes einen hellbrauiies 
voluminésen Niederschlag, Silbernitrat und Bleiacetat weiBe, amor) 
Fallungen. Die Elementaranalyse der Saure gab gut auf Bernsteins 
stimmende Werte; die Kalk- und Wasserbestimmung im Calciumsalz 
auf bernsteinsauren Kalk plus drei Wasser stimmende Werte. 

Es diirfte sicher sein, daB in unreifen Trauben Bernsteinsdure enthalte) 


G. Goldschmiedt (Sitzungsber. d. Wiener Akad. d. Wiss. math.-phys. Kk 
85, (2) 265, 1882; Monatsh. f. Chem. 8, 136, 1882) untersuchte di 
Rissen, in der Rinde von Maulbeerbaiumen, Morus alba, ausschwitzend 
salzig schmeckende Fliissigkeit, die an der Luft zu kristallinen Krust: 
eintrocknete und die in der Hauptsache bernsteinsaurer Kalk ware: 
Nach mehrmaligem Umkristallisieren gaben sie gut auf bernsteinsaure 


Kalk stimmende Caleciumwerte. Die freie Siure schmolz bei 180°. An de) 


AusfluBstellen war stets noch eine braune, humusartige Substanz zu finde: 
welche nach Wiesner aus eingetrockneten Plasmodien und sporenfiihrence 
Fruchtkérpern eines Myxomyceten bestand. Dieser ist vielleicht fiir d 
Bernsteinséiure verantwortlich zu machen. 

DaB in den Ausschwitzungen der Rinde von Morus alba Bernsteinsci 
enthalten ist, diirfte sicher sein; sicher ist aber nicht, daB die Bernsteinsi 


urspriinglich darin enthalten ist. 


H. Kunz (Arch. d. Pharm. 223, 721, 1885) loste 1 kg offizinellen Bel 
donnaextrakt, Atropa Belladonna, in der gleichen Menge Wasser, fi 
die Pektinstoffe durch Alkohol, entfernte den Alkohol aus dem Filt 
im Vakuum, fallte mit Bleiacetat und zersetzte den Niederschlag 
Schwefelwasserstoff; das klare, braune Filtrat vom Bleisulfid wurde da: 
mit Ather ausgeschiittelt. Die Saure wurde erneut mit Bleiacetat gefi 
und die salpetersaure Losung des Bleiniederschlags mit Ather ausgezoge! 
Die atherische Lésung wurde mit Tierkohle entfairbt und der Ather \: 
dunstet, wobei farblose, teils rhombische, teils sechsseitige monok! 
Blattchen erhalten wurden. Die Saure schmolz bei 183° und war sul 
mierbar. Die Elementaranalyse der Saure gab leidlich auf Bernsteinsiiu 
die Bariumbestimmung im Bariumsalz gut auf bernsteinsauren Ba 
stimmende Werte. 

Es diirfte sicher sein, daB in Atropa Belladonna Bernsteinsdure 
halten ist. 
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Brunner und Chuard (Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. 19, 597, 1886) 
yrevten die Blattstiele des Rhabarbers, Rheum officinale, aus, kochten 
den Saft, filtrierten, dampften zum Sirup ein und zogen den Riickstand 
nit warmem Alkohol aus. Beim Abkiihlen kristallisierte Salpeter. Das 
Filtrat hiervon lieferte siulenf6érmige Kristalle, die unter Zusatz von Tier- 
kohle umkristallisiert wurden. Weife, sublimierbare Kristalle, die bei 
\80° schmolzen. Chlorcalciumlésung gab keine Fiallung, Eisenchlorid einen 
ellbraunen, voluminésen Niederschlag. Das Silbersalz gab einen leidlich 
wf bernsteinsaures Silber stimmenden Silberwert. 
Es diirfte sicher sein, daB in den Stielen des Rhabarbers Bernsteinsdure 
enthalten ist. 


E. Schmidt (Arch. d. Pharm. 224, 531, 1886) fallte mit Essigsiure 
ugesauerte Abkochung des Schéllkrauts, Chelidonium majus, mit neu- 
traler Bleiacetatl6sung und das Filtrat mit basischer Bleiacetatlésung. Der 
letzte Bleiniederschlag wurde mit Schwefelwasserstoff zersetzt, das Filtrat 
von Bleisulfid zur Sirupdicke eingedampft und mit siedendem Ather aus- 
yezogen. Die nach dem Abdampfen des Athers hinterbleibenden Kristalle 
wurden durch Sublimation und Umkristallisieren aus Wasser oder Ather 
gereinigt. Sie schmolzen bei 184° und zeigten keinen Unterschied in der 
Kristallform und in dem Verhalten gegen Ejisenchloridlésung und andere 
Reagenzien gegeniiber Bernsteinsiiture. Die Elementaranalyse gab leidlich 
uf Bernsteinsiiure stimmende Werte. 


Es dirfte sicher sein, daB im Schoéllkraut Bernsteinsdure enthalten ist. 


A. Tschirch und E. Aweng (Arch. d. Pharm. 232, 660, 1894) extra- 
hierten Bernsteinpulver wochenlang mit 96 proz. Alkohol und behandelten 
dann mehrere Monate bei Zimmertemperatur mit einer 0,5 proz. alkoholi 
schen Kalilauge. Der Alkohol wurde abdestilliert, der Riickstand mit 
verdiinnter Schwefelsiure angesiuert, filtriert, das Filtrat auf dem Wasser- 
bade bis fast zur Trockne eingedampft, der Riickstand zerrieben und mit 
\ikohol ausgezogen. Nach dem Abdestillieren des Alkohols wurde der 
Riickstand mit kleinen Mengen Wasser gewaschen und dann aus Wasser 
unkristallisiert. Schmelzpunkt 180°. Eine Elementaranalyse gab gut auf 
Bernsteinsiure stimmende Werte. 

Es diirfte sicher sein, daB sich auf die angegebene Weise aus Bernstein 
Bernsteinsdure abscheiden laBt; die Sdure diirfte aber nicht in freiem Zu- 
stande, sondern als Ester darin enthalten sein. 


W. R. Dunstan und F. A. Henry (Journ. Chem. Soc. 73, 226, 1898) 
untersuchten das Holz von Goupia tomentosa, hauptsichlich auf die 
flichtigen Bestandteile. Das in feine Spine geschnittene Holz wurde der 
Wasserdampfdestillation unterworfen, die zuriickbleibende wisserige Lésung 
mit Soda alkalisch gemacht, auf dem Wasserbade eingetrocknet, der Riick- 
stand mit verdtinnter Schwefelsiure angesiuert, das sich abscheidende 
Ol mit Ather aufgenommen, der Ather verdampft und der Riickstand 
fraktioniert. Der dunkle Destillationsriickstand wurde mit Ather auf- 
genommen, die Lésung mit Tierkohle entfarbt und der Ather verjagt. 
Nach einigen Monaten wurde eine geringe Menge Kristalle erhalten, die bei 
180° schmolzen. Die Silberbestimmung im Silbersalz gab 62,2°, Ag anstatt 
der berechneten 64,4 %. 


Der Nachweis ist unzureichend. 
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E.O. v. Lippmann (Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. 54, 3112 
konnte von vergilbten Blattern der weiben Anemone, Anemone neni 
mehrere Gramme eines auBerst feinen Pulvers sammeln, welches si: 
bernsteinsaurer Kalk erwies. Die daraus abgeschiedene Siure sc! 
bei 180° und ging bei 235° in das Anhydrid tiber. Die Elementaran 
lieferte gut auf Bernsteinséiure stimmende Werte und das Bariumsaly 
einen gut auf bernsteinsaures Barium stimmenden Bariumwert. 

Es ist sicher, daB in den Ausblithungen vergilbter Blatter der An. 
Bernsteinsdure enthalten ist. 


Hartwig Franzen und Emmi Stern (Zeitschr. f. physiol. Chem. 121. 
1922) fallten einen wisserigen Auszug der Himbeerblatter, Rubus Id 
mit Bleiacetat, entbleiten das Filtrat, dampften das Filtrat vom Bleis 
auf ein kleines Volumen ein, extrahierten mit Ather, veresterten die iit 
léslichen Saéuren und unterwarfen die Ester der gebrochenen Destillat 
Aus den verschiedenen zwischen 95 bis 120° siedenden Fraktionen ko: 
Bernsteinsiuredihydrazid gewonnen werden, welches den in der Lite: 
angegebenen Schmelzpunkt zeigte und in Mischung mit Bernsteinsii 
dihydrazid keine Schmelzpunktserniedrigung erkennen lieB. Die Stick 
stoffbestimmungen gaben gute Werte. 

Es ist sicher, daB in den Himbeerblattern Bernsteinsdure enthalter 


Hartwig Franzen und Fritz Helwert (Zeitschr. f. physiol. Chem. 122 
46, 1922) konnten aus dem Bleiniederschlag des Kirschsaftes, Prius 
avium, nach der Esterhydrazidmethode Bernsteinsiuredihydrazid 
winnen, welches den richtigen Schmelzpunkt zeigte und in Mischung 
Bernsteinsaéuredihydrazid keine Schmelzpunktserniedrigung erkennen 
Die Elementaranalyse gab gut stimmende Werte. Ferner zeigte ( 


Benzylidenverbindung den richtigen Schmelzpunkt und gab gute St 
stoffwerte. 


Es ist sicher, daB im Kirschsaft Bernsteinsdure enthalten ist. 


Hartwig Franzen und Rudolf Ostertag (Zeitschr. f. physiol. Chem. 122 
263, 1922) konnten aus dem Bleiniederschlag des PreBsafts von Echever 
secunda glauca nach der Esterhydrazidmethode geringe Mengen Benzylide1 
bernsteinséuredihydrazid gewinnen, welches den richtigen Schmelzpunk 
aufwies und in Mischung mit Benzylidenbernsteinsiuredihydrazid kein 
Schmelzpunktserniedrigung zeigte. Eine Stickstoffbestimmung gab eine 
guten Wert. 

Es ist sicher, daB in Echeveria secunda glauca Bernsteinsdure enthaltey 

Edmund 0O.v. Lippmann (Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. 55, 3038 
1922) konnte aus Vogelbeerensaft, Pirus Aucuparia, Bernsteinsaure «) 
scheiden, die bei 180° schmolz und bei 235° unter Anhydridbildung zu su)! 
mieren begann. Das Bariumsalz gab eine gut stimmende Barium!» 
stimmung. 


Es ist sicher, daB in den Vogelbeeren Bernsteinsdure enthalten ist. 


Zusammenfassung. 
Bei einer kritischen Durchsicht der Arbeiten iiber das Vorhandens:in 
der Bernsteinsdure in den Pflanzen zeigt sich, daB von den 33 Pflanzen 
in denen diese Stiure vorkommen soll, zehn iibrig bleiben, in denen sie sic)’, 
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drei, in denen sie wahrscheinlich nachgewiesen ist; Wahrscheinlich 
ist die Sdure nachgewiesen in: 1. Lactuca virosa ( Blatter); 2. Lactuca 
aliva (Bliétter); 3. Musa Basjoo (Pseudostamm). Und sicher in: 
i. VWermut, Artemisia Absynthium (Kraut); 2. Weinstock, Vitis vinifera 
(unreife Beeren); 3. Tollkirsche, Atropa Belladonna ( Blatter); 4. Rha- 
harber, Rheum officinale ( Blattstiele); 5. Schdllkraut, Chelidonium majus 
(Kraut); 6. Buschwindréschen, Anemone nemorosa (vergilbte Blatter), 
7. Himbeere, Rubus Idaeus (Blatter); 8. Vogelkirsche, Prunus avium 
(Friichte); 9. Echeveria secunda glauca ( Blatter); 10. Eberesche, Pirus 
Aucuparia ( Beeren). 








Uber ein neues Induktorium 
fiir Leitfihigkeitsbestimmungen mit Wechselstrombetrieb. 


Von 
Ferd. Scheminzky, Wien. 
(Aus dem physiologischen Institut der Wiener Universitit.) 
(Eingegangen am 13. Januar 1923.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


) 


Leitfahigkeitsbestimmungen gewinnen auch im Gebiete der Bic 
chemie wegen der Méglichkeit eines Riickschlusses auf Konzentration 
und Dissoziation immer mehr an Bedeutung. Es soll daher hier in 
folgenden ein Apparat kurz beschrieben werden, welcher Leitfaihigkeits. 
bestimmungen erleichtert und daher auch fiir den physiologische: 
Chemiker von Bedeutung ist. Es handelt sich um ein neues, gerdusch/os 
arbeitendes Induktorium. 

Fir die Leitfihigkeitsbestimmungen — speziell derjenigen voi 
Fliissigkeiten — bedient man sich heute allgemein der Wechselstrén 
welche durch ein Induktorium geliefert werden. Das Induktoriun 
bringt den zur Verfiigung stehenden, niedrig gespannten Strom de: 
Batterie auf eine hohe Spannung, welche zur Uberwindung des grof}«1 
Widerstandes im Stromkreis nétig ist, andererseits verwandelt es den 
Gleichstfom in den Wechselstrom, welcher notwendig ist, um als Null 
instrument ein Telephon verwenden und auch die innere Polarisation 
vermeiden zu kénnen, welche in fliissigen Medien bei Anwendung 
gleichgerichteter Stréme auftreten und als scheinbarer Widerstan( 
sich zu dem wirklichen addieren. Die Anwendung des gewohnlichen 
Induktoriums bietet aber eine Reihe von Nachteilen. Abgesehen vo 
der Wartung und Instandhaltung der Batterie bleibt der mechaniscli 
Unterbrecher des Induktionsapparats gern von selbst stehen, ins- 
besondere nach lingerem Betrieb und oft inmitten einer Bestimmuny 
Was aber am meisten bei der Messung stért, das ist der Larm, den de: 
Unterbrecher macht. Man baut zwar fiir den Apparat einen schall- 
dichten Kasten, aber absolut lautlos arbeitet auch in diesem Falle das 
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Instrumentarium nicht. Wenn es aber gilt, das Tonminimum im Tele- 


phon auf 1mm genau festzulegen, stort natiirlich auch das geringste 


(eriusch. 

Die naheliegendste Idee wire, den wohl jedem Institut zur Ver- 
figung stehenden Wechselstrom in die Primirspule hineinzuleiten, 
eventuell unter Vorschaltung eines geeigneten Widerstandes. Diese 
Anordnung ist aber nicht sehr brauchbar, weil der in der Sekundir- 
spule induzierte Strom wieder ein Strom von Sinusform ist und dieser 
die Membran niemals in so starke Schwingungen versetzt, wie die 
einzelnen Schlige des faradischen Stromes, da sich zwischen ihnen 
Pausen befinden. 

Ich habe nun ein Induktorium konstruiert, welches als Primiar- 
strom doch den Wechselstrom benutzt, und das trotzdem im Sekundir- 
kreis keinen sinusférmigen Strom 
erzeugt, sondern einen, der dem 
faradischen Strom ahnlich ist. Dies 
wird durch die Vorschaltung einer 
Glimmstromgleichrichterréhre als 
lautloserStromunterbrechererreicht. 

Die Glimmgleichrichterréhren, 
welche jetzt im Handel erhaltlich 
sind, haben ungleich ausgebildete 
Elektroden, welche sich in einer 
Edelgasatmosphiire befinden. Sie 
iiben auf den hindurchflieBenden 
Wechselstrom eine Art von Ventil- 
wirkung aus, indem sie den Strom 
in der einen Richtung passieren 
lassen, ihn aber in der anderen 
Richtung sehr stark abschwiichen, 
so daB in der Stromkurve nur eine 
winzige Zacke zu sehen ist. Der die Réhre passierende Strom wird 
daher ein stoBweiser Gleichstrom sein. Dieser Strom gelangt nun in 
die primaire Windung eines Transformators und induziert in den sekun- 
diirén Windungen einen hochgespannten, unsymmetrischen Wechselstrom 


Abb. 1. 


mit Pausen. 

Die technische Herstellung des neuen Apparats wurde von der 
mechanischen Prizisionswerkstitte des Universititsmechanikers Lud. 
Castagna') iibernommen, von wo er auch bezogen werden kann. Die 
beigegebene Abb. 1 zeigt das Induktorium. Sf? ist der Stecker, mit 
dem der AnschluB an die 110 oder 220 Volt-Leitung des Wechselstrom- 


1) Wien, IX. SchwarzspanierstraBe 17. 
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netzes erfolgt, G. R. ist die Unterbrecherréhre, 7 die Transforma 
spule und K die Klemmen, an welchen der sekundare Strom abgenom 
werden kann. Da die Réhre nur wenig Strom vertragt und bei UU). 
lastung beschadigt werden kann, so ist noch ein Widerstandsstal) || 
eingeschaltet, welcher zugleich als Regulator fiir den Sekundark:. is 
dient. AuBerdem befindet sich noch im Stecker eine Sicherung geven 
zu groBe Stromstirken. 

Das neue Induktorium arbeitet nicht nur gerauschlos, sond:1 
bietet auch den Vorteil eines absolut sicheren Betriebes, da der Str. 
iibergang sofort beim Einschalten erfolgt und infolge der gerinuen 
Durchschlagsspannung der als Fiillung verwendeten Edelgase auc' 
schon bei geringerer Spannung als 110 oder 220 Volt erfolgt, was | 
Anwendung sehr schwacher Primirstréme von Bedeutung ist, da dany 
ein Teil der Spannung im Vorschaltwiderstand liegt. Durch den direkt on 
AnschluB an die Lichtleitung wird auch die Batterie und deren Warting 
erspart und trotzdem nicht mehr, eher weniger an Stromenergie ¢e- 
braucht. 
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(ber den Gehalt des Leinéls an ,,fettléslichem Faktor 


Von 
Alexander Palladin. 


(Physiologisches Laboratorium des Instituts fiir Land- und Forstwirtschaft, 
Charkow, Ukraine.) 


(Eingegangen am 14. Januar 1923.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die Untersuchungen, welche in den letzten Jahren hauptsachlich 
von amerikanischen Gelehrten ausgefiihrt wurden, haben gezeigt, dab 
die Tiere nur dann wachsen und sich normal entwickeln kénnen, 
wenn ihre Nahrung einer Anzahl von Bedingungen entspricht. Ab- 
gesehen davon, daB dieselbe in vollkommen geniigender Menge (Anzahl 
der Kalorien) vorhanden sein soll, muB sie neben einem geniigenden 
Gehalt an EiweiB, Fetten, Kohlehydraten und Salzen noch Vitamine, 
richtiger den ,,fettléslichen Faktor A‘‘ und den_,,wasserléslichen 
Faktor B* enthalten. 

Wenn in der Nahrung eines Menschen oder Tieres diese beiden 
Faktoren fehlen, so kann der betreffende Organismus nicht gedeihen 
und geht friiher oder spater zugrunde. Wenn nur der ,,fettlésliche 
Faktor A“ in der Nahrung fehlt, so vermag sowohl der erwachsene 
als auch der jugendliche Organismus ziemlich lange ohne sichtbare 
Stérung seiner Kérperfunktionen zu leben, jedoch wird ein jugendlicher 
Organismus mit noch nicht abgeschlossenem Wachstum dasselbe ein- 
stellen und eine anormale Entwicklung einschlagen. Ein erwachsener 
Organismus kann demnach bedeutend linger ohne den ,,fettlislichen 
Faktor A‘‘ auskommen, wihrend ein wachsender Organismus der 
Anwesenheit beider Faktoren bedarf um sich normal entwickeln und 
wachsen zu k6énnen. Wenn in der Nahrung eines jugendlichen 
Organismus bei Fehlen des ,,wasserléslichen Faktors B‘ der ,,fett- 
lésliche Faktor A‘‘ enthalten ist, so unterbleibt wiederum ein weiteres 
Wachstum, wobei sowohl der erwachsene als auch der jugendliche 
Organismus das Fehlen des ,,fettléslichen Faktors‘ leichter tibersteht 
als das des ,,wasserléslichen Faktors‘*. Wachstum und normale Ent- 
wicklung eines Kindes oder eines beliebigen anderen Tieres (Sduger oder 
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Vogel) sind nur méglich, wenn beide Faktoren in der Nahrung entho 
sind, wobei dieselbe natiirlich allen iibrigen Anforderungen entspre 
muB, d. h. eine geniigende Anzahl Kalorien und geniigende Mei 
vollwertiger EiweiBstoffe und aller dem wachsenden Organismus 
wendigen Mineralstoffe enthalten muB. 

Bei den Untersuchungen von Mc Collum und seinen Mitarbeit: 
Osborne und Mendel’), Haliberton und Drummond *), Daniels 
Nichols*) und A. Palladin, welche festzustellen versuchten, ob «i 
einzelnen tierischen und pflanzlichen Nahrungsmittel obigen Bec i: 
gungen entspriichen, ergab es sich, da die Mehrheit derselben 
dem einen oder anderen Mangel behaftet ist. Entweder sind einze\: 
Mineralstoffe in ungeniigenden Mengen oder gar nicht vorhanden, : 
es fehlt der ,,fettlésliche Faktor A‘‘, oder sie enthalten zu wenig « 
gar keinen ,,wasserléslichen Faktor B«. 

Es erwies sich, dai sehr viele Nahrungsmittel den ,,fettldslic!: 
Faktor A‘ gar nicht oder nur in so geringen Mengen enthalten, 
sie den diesbeziiglichen Bedarf des wachsenden Organismus nicht 
decken vermégen. Ein vollstindiger Mangel des ,,fettléslichen Faktor- 
konnte bei folgenden Olen festgestellt werden: Provencerél, Kokosi 
NuB6l und Mandelél, also bei pflanzlichen Fetten; wiihrend das Milc! 
fett (Butter), Eidotter, Fischtran (vom Stockfisch) denselben i: 
geniigenden Mengen enthalten. Der Gehalt des Rinderfetts an ,,fet 
léslichem Faktor A‘‘ ist bedeutend geringer, und im Schweineschmaly 
fehlt er ganz. 

Bei meinen Untersuchungen iiber den Vitamingehalt des Buch 
weizens beriihrte ich zugleich die Frage nach dem Gehalt an ,,fettléslichom 
Faktor A“ und_,,wasserléslichem Faktor B“ bei einigen anderen 
pflanzlichen Produkten, darunter auch beim Leinél. Die Resultat: 
meiner diesbeziiglichen Untersuchungen, welche aus den Jahren |')|s 
bis 1919 stammen, teile ich nachfolgend mit. 

Die Versuchsanordnung war genau die gleiche wie bei den Ver- 
suchen mit Buchweizen. Als Versuchstiere dienten auch in diesen 
Falle weiBe Miause. Sie wurden in aus je vier bis sechs Tieren be- 
stehende Gruppen geteilt, deren jede ihr bestimmtes Futter bekam 
Die Tiere jeder Gruppe wurden jeden zweiten Tag zu bestimmten 
Stunden gewogen. An Hand der so gewonnenen Gewichtszahle 
wurden fiir jede einzelne Maus simtlicher Gruppen Wachstumskurve' 


1) McCollum and Davis, Journ. Biolog. Chem. 19, 1914; 21, 1915: 
23, 1915. MeCollum, Simmonds and Pitz, ebendaselbst 28, 1916/17: 29 
1917; 30, 1917; 25, 1916. 

2) Osborne and Mendel, ebendaselbst, 20, 1915. 

3) Haliberton and Drummond, Journ. of Physiol. 51, 1917. 

4) Daniels and Nichols, Journ. Biol. Chem. 82. 1917. 
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geveichnet. Um eine Kurve fiir das normale Wachstum zu erhalten, 
kamen mehrere Mause ein gewoéhnliches Mischfutter, welches allen 
oben dargelegten Anforderungen entsprach. Zu trinken bekamen die 
Miuse wihrend der ganzen Dauer der Versuchszeit nur destilliertes 
Wasser, welchem einmal wéchentlich eine geringe Menge Jodjod- 
kaliumlésung beigefiigt wurde. 

Saimtliche 'gereinigten Nahrungsmittel, welche den Tieren nur 
bestimmte organische Verbindungen oder Salze, nicht aber den fett- 
jéslichen oder den wasserléslichen Faktor liefern sollten (z. B. Casein), 
wurden zur Entfernung und Zerstérung der méglicherweise in ihnen 
enthaltenen Vitamine 5 bis 6 Stunden in Alkohol gekocht. 

Die ersten Versuche mit Leinél schlossen sich unmittelbar an 
diejenigen mit Buchweizen an. Die letzteren hatten gezeigt, dab der 
Buchweizen nicht als Quelle des ,,fettléslichen Faktors‘‘ zu dienen 
vermag, da die Versuchsmiuse nicht wuchsen, wenn sie ein Futter 
bekamen, das allen Anforderungen geniigte, d. h. eine geniigende 
Menge vollwertiger EiweiBstoffe, Salze und den_ ,,wasserléslichen 
Faktor‘ aufwies, aber als einzige Quelle ,,fettléslichen Faktors* nw 
Buchweizen enthielt. Ein erneutes Wachstum trat erst ein, wenn 
als Quelle fiir ,,fettléslichen Faktor‘‘ eine geringe Menge (5°,) Butter 
ler Nahrung beigemengt wurde. 
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Abb, 1. 


Bei diesen Versuchen erhielt nun eine Gruppe der Versuchsmiiuse 
als Quelle ,,fettléslichen Faktors‘‘ an Stelle von Kuhbutter Leindél 
Wir erhielten dadurch ein ganz verindertes Versuchsergebnis: die 


Wachstumskurven zeigten keine Neigung zu steigen, wie dies bei 
butterhaltiger Nahrung der Fall war. Es setzte also kein erneutes 
Wachstum ein. Dies dringte zur Annahme, da®B das Leinél wenig 
oder gar keinen ,,fettléslichen Faktor‘‘ enthalte, jedenfalls aber be- 
deutend weniger als Butter. 


Das Resultat einer solchen Versuchsreihe ist auf Abbildung | 
dargestellt. 

Wachstumskurven von Mausen, in deren Nahrung als Quellen 
,.fettléslichen Faktors‘‘ entweder Buchweizen, Kuhbutter oder Leinél 
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dienten. Wéahrend der ersten Periode bekamen alle Versuchstiere jy 
Futter, in welchem der ,,fettlésliche Faktor fehlte (als Quelle (os. 
selben sollte Buchweizen dienen, welcher jedoch diesen Faktor nicht 
enthalt). Von dem mit einem Kreuzchen bezeichneten Moment ay 
erhielten die Tiere entweder die zweite Ration, in welcher ein ‘\'e] 
des Buchweizens durch Butter ersetzt worden war, oder die dritt; 
Ration, welche an Stelle von Butter Leinél enthielt. Bei der drittey 
Kurve folgt auf die zweite Periode (mit der dritten Ration) noch 
eine Periode mit der zweiten Ration. 


| Salzmischung nach 


Ration 1. Ration 2. Ration 3. Mc Collum 
Buchweizen 60% Buchweizen 55% Buchweizen 55% NaCl... .03 
Casein . . .10 | Casein 1 Casein . . .10 | CaH,(PO,), . 0,2 
Salze oa Salze 3 ee Calactic. . . 1,9 
Agar-Agar . 2 Agar-Agar ry Agar-Agar . 2 Kcttric. . . . 0,9 
Starke. . . 25 Starke . . . 25 Starke . . . 25 Felactic. . . 0,| 

Butter . 5 Lein6] 5 
In Anbetracht eines solchen Ergebnisses wurden nun speziel|: 


Versuche angestellt, um den Gehalt des Leinéls an_,,fettléslichem 
Faktor A‘‘ zu untersuchen. LEinige Gruppen von Versuchsmiusen 
erhielten ein Futter, welches keinen ,,fettléslichen Faktor‘‘ enthiclt, 
sonst aber allen anderen Anforderungen geniigte. Andere Gruppen 
erhielten das gleiche Futter, nur da in demselben ein Teil des 
Buchweizens durch verschiedene Mengen (5 bis 10%) Leinél ersetzt 
































wurde. Das Futter der iibrigen (dritten) Gruppen enthielt anstatt 
Leinél Butter. 
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Abb, 2. 


Sowohl die erste als auch die zweite Ration erwies sich wieder 
als fiir junge Miause ungeeignet. Versuchstiere, welche eine diese! 
beiden Rationen erhielten, wuchsen nicht. Die Mause der dritten 
Gruppe, welche ein butterhaltiges Futter bekamen, wuchsen und 
entwickelten sich vollkommen normal. Andererseits trat auch bei den 
Mausen der ersten und zweiten Gruppe ein erneutes Wachstum ein, 
sobald in ihrer Nahrung das Leinél durch Butter ersetzt wurde. Aut 
der zweiten Abbildung sind die Wachstumskurven der ersten drv' 
Gruppen dargestellt. 
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Wachstumskurven von Mausen bei einer keinen_,,fettléslichen 
Faktor A‘* enthaltenden Nahrung (Ration 1 mit Schweineschmalz), 
einem Futter, welches Leinél als Quelle fiir ,,fettléslichen Faktor* 
enthalt (Ration 2), und einem Futter, welches Butter enthalt (Ration 3, 
welche allen Anforderungen geniigt). Die Kreuzchen auf den Kurven 
geben den Zeitpunkt an, an welchem eine Ration durch eine andere 
ersetzt wurde. Die Salzmischung hat die gleiche Zusammensetzung 
wie in Abb. 1. 

Ration 1. Ration 2. 
Buchweizen . . 65% Unterschied sich von Ration 1 dadurch, daB 
CHG. . . 10 sie an Stelle von 5% Schweineschmalz 5 bis 10% 
Agar-Agar ... 2 Leinél enthielt, wobei die Buchweizenmengen 
Schweineschmalz 5 entsprechend verringert wurden (65 bis 60%). 


ee 5s 6 Die dritte Ration enthielt an Stelle der 5% 
Siiwee . . wk. A Schweineschmalz 5% Butter. 


Aus obigen Versuchsergebnissen k6nnen wir nun folgenden Schlu 
ziehen: Das Leinél enthdlt gar keinen oder so wenig_ ,,fettléslichen 
Faktor A“, dap ein Gehalt der Nahrung von 5 bis 10%, Leinédl den 
Bedarf eines wachsenden Organismus an ,,fettloslichem Faktor« nicht zu 
decken vermag. 

Da8 in allen diesen Versuchen die Wachstumsverzégerung durch 
den Mangel der Nahrung an ,,fettléslichem Faktor“ (dessen Quelle 
das Leinél bilden sollte) aber nicht durch irgend einen anderen Fehler 
derselben hervorgerufen wurde, davon iiberzeugten uns die Ergebnisse 
des Ersatzes des Leinéls durch Butter; mit der Butter wurde in die 
Nahrung der ,,fettlésliche Faktor‘‘ eingefiihrt, und es trat eine sofor- 
tige Wachstumserneuerung ein. 

McCollum, Simmonds und Pitz'), welche den Nahrwert ver- 
schiedener Pflanzenprodukte (Blatter und Samen) in bezug auf den 
Gehalt derselben an allen fiir das Wachstum und das Leben der 
Organismen notwendigen Stoffe untersuchten, fanden, daf} das Fett der 
Leinsamen eine bedeutende Menge ,,fettléslichen Faktors‘‘ enthalte. Die 
Leinsaat konnte in Form von Mehl als einzige Quelle des ,,fettléslichen 
Faktors‘‘ dienen, denselben in einer Menge liefernd, welche fiir ein 
normales Wachstum der Versuchstiere (Ratten) geniigte. 

Um diesen Widerspruch zwischen Mc Collum und unseren Ver- 
suchsergebnissen zu klaren, wurden neue Versuchsreihen angestellt. 


Erstens wurde die Fiitterung der Miause mit leinsaathaltigen 
Rationen nach McCollum versucht, bei deren Verabfolgung der 
letztere ein normales Wachstum seiner Versuchstiere beobachtet hatte, 
und zweitens bekamen die Mause die gleichen Rationen nach Mc Collum, 


1) McCollum, Simmonds and Pitz, Journ. Biolog. Chem. 30, 13, 1917. 
Biochemische Zeitschrift Band 136. 93 
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nur wurde in denselben das Leinsaatmehl durch das kiufliche L: 
ersetzt. 

Im ersten Falle trat kein Abbruch des Wachstums ein; 
Mause wuchsen, wenn auch bedeutend langsamer als bei norm. ile 
Fiitterung. 

Die ersten drei Kurven sind Wachstumskurven von Miusen, di 
Mais, Leinsaat und einem Salzgemenge gefiittert wurden (Rati: 
McCollum). Die folgenden drei Kurven sind Beispiele fiir Wachst 
kurven von Miusen, deren Ration (Ration 2) sich von der vorher 
gehenden (Ration 1, McCollum) nur dadurch unterschied, daB sic a: 
Stelle von Leinsaatmehl Leinél enthielt. 

Ration 1 Me Collum Ration 2. Salzmischung. 
Mais... . .86,3% | Mais... . . 86,3% | NaCl. me © 173 
Leinsaat . . . 1 Lomo... . ... tO Me cc we « » 9,26 
Salze..... 3,7 | Sale. .... 3,7 | NaH,(PO,)H,O . 0,31 

KH,PO,... . . 0,954 
CaH,(PO,),H,O . 0.54 
Fe citric... . . . 0,118 
Ca lactic. ... . 1,300 


Also ergab es sich auch bei unseren Versuchen, daB die Leinsaat 
,fettléslichen Faktor‘‘ enthalt, wenn auch in bedeutend geringerer 
Menge als Butter. 

Bei den Versuchen der zweiten Reihe wurde wiederum cin 


Wachstumsverzégerung beobachtet, wie bei den auf Abb. 1 und 2 
dargestellten Versuchsreihen. Das Leinél und seine Kombination mit 
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Abb. 3. 


Mais vermochten nicht dem wachsenden Organismus die ihm no 
wendigen Mengen ,,fettléslichen Faktors“ zu liefern. Auf Abb. 5 
sind die Wachstumskurven von Miiusen aus den eben geschildert:: 
Versuchsreihen dargestellt. 

Es erweist sich also, daB die Leinsaat geniigende Mengen ,,fet'- 
léslichen Faktors“ enthalt, wihrend das aus derselben hergestell: 
kaiufliche Leinél diesen wachstumsférdernden Faktor gar nicht ode! 
nur in unbedeutenden Mengen aufweist. 
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Dieses stimmt auch mit der von Me Collum, Simmonds wnd 
Pit.?) geduBerten Annahme iiberein, daB die aus Pflanzensamen ge- 
vwonnenen Ole keinen ,,fettléslichen Faktor A“ zu enthalten brauchen. 

Der Grund dieses Umstands wiire darin zu suchen, dak die 


Leinsamen vor dem Auspressen des Oles gewéhnlich geréstet werden, 


wodureh eventuell der wachstumsférdernde Faktor zerstért wird. Um 
dieses zu klaren, sind erneute Versuche anzustellen, durch welche 
dann auch festzustellen wire, ob nach dem Auspressen des Oles die 
Presseriickstande, wenn auch vielleicht nur vereinzelt, noch _,,fett- 
lisltichen Faktor A‘ enthalten. 


') Me Collum, Simmonds and Pitz, Amer. Journ. of Physiol. 41, 1916. 








Enthilt der Buchweizen alle dem wachsenden Organismus 
notwendigen Nahrungsfaktoren? 


Von 
Alexander Palladin. 
(Physiologisches Laboratorium des Instituts fiir Land- und Forstwirtscha‘t 
Charkow, Ukraine. ) 
(Eingegangen am 14. Januar 1923.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Die von Oshorne und Mendel!), McCollum und Davis?) in de 
letzten Jahren ausgefiihrten Untersuchungen haben gezeigt, dal wi: 
zwei Gruppen fiir das Zelleben unentbehrlicher, in kleinen Menge: 
wirksamer Nahrungsstoffe unbekannter Natur zu unterscheiden habe: 
Funk nannte dieselben ,,Vitamine‘‘, doch wiren sie besser als ,,Nab. 
rungsfaktoren unbekannter Natur‘‘ zu bezeichnen. Die erste Grupy 
derselben umfaBt die in Alkohol und Wasser léslichen (,,wasserlésliche: 
Faktor B‘), die zweite die in Fetten léslichen Stoffe (,,fettléslicher 
Faktor A“). 

Fehlen die Stoffe aus der ersten Gruppe in der Nahrung, s 
werden immer mehr oder weniger schwere Stérungen im Leben de: 
betreffenden Organismus hervorgerufen: derselbe erkrankt an Beri- 
Beri, Skorbut, Rachitis u.a. Es miissen also die ,,wasserlésliche: 
Faktoren“ in der Nahrung des erwachsenen als auch des jugendliche 
Organismus enthalten sein. Diese ,,wasserléslichen Faktoren‘‘ sind i: 
verschiedenen Pflanzensamen enthalten, z.B. im Weizen, Reis, Mais, 
der Leinsaat, in Bohnen, Kartoffeln, frischem Gemiise, Milch, Hef 
und anderen Nahrungsmitteln. 


Zur zweiten Gruppe (den fettléslichen Faktoren) gehéren dic 


wachstumsférdernden Substanzen. Der erwachsene Organismus kan: 
langere Zeit ohne diese ,,unbekannten Nahrungsfaktoren‘‘ auskommen 
Ebenfalls kann der jugendliche Organismus dieselben entbehren und 
auch gedeihen, falls seine Nahrung geniigende Mengen ,,wasserléslichen 
Faktors“ enthilt; er wird jedoch bei Mangel an ,,fettléslichem Faktor' 
nicht mehr weiterwachsen. Ein normales Wachstum kann nur erziel! 


1) Osborne and Mendel, Journ. of Biol. Chem. 16, 1913; 17, 1914: 
20, 379, 1915. 
2) Mc Collum and Daws, ebendaselbst 19, 1914; 21, 1915; 28, 231, 1915. 
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fwerden, falls das Futter aus Stoffen besteht, welche geniigende 


Mengen ,,fettléslicher Faktoren“ enthalten. Diese unbekannten ,,wachs- 
tunsf6rdernden Nahrungsfaktoren‘‘ sind in Fetten gefunden worden, 
iedoch bei weitem nicht in allen. Enthalten sind sie z. B. im Milch- 
fett (Butter) und Leindl, sie fehlen jedoch im Provencer-, KokosnuBél 
und anderen Olen. 

Will man also eine zeitgemiBe Nihrwertbestimmung irgend eines 
Nahrungsmittels vornehmen, so darf man sich nicht mit der Fest- 
stellung seines Kalorienwertes und seines Gehalts an Eiweib, Fetten 
und Kohlehydraten begniigen, sondern muf auch seinen Gehalt an 
beiden obengenannten Erginzungsfaktoren bestimmen. Doch ist auch 
eine solche Nahrwertbestimmung noch ungeniigend. Geschweige denn 
davon, daB wir jetzt den Mineralstoffen eine gréBere Aufmerksamkeit 
mzuwenden haben, da ein normales Wachstum eines Tieres nur bei 
richtigem Salzgehalt eines Futters méglich ist'), miissen wir eine 
genaue Analyse der EiweiBe des gegebenen Nahrungsmittels vor- 
nehmen. Gemi® den Untersuchungen von Osborne und Mendel ?), 
Wheeler ®) u.a. ist nicht nur eine genaue Kenntnis der Menge des in 
einem Nahrungsmittel enthaltenen EiweiBes, sondern seiner Zusammen- 
setzung zur richtigen Ernihrung eines Organismus notwendig. Und 
zwar vermag ein Organismus nicht zu wachsen, falls in seiner Nah- 
rung einige Aminosiuren fehlen, welche am Aufbau seiner Ké6rper- 


eiweiBe teilnehmen, die er jedoch nicht selbst zu bilden vermag. 

Es erweist sich also als notwendig, genaue Untersuchungen aller 
wichtigeren Nahrungsmittel iiber ihren Gehalt an allen obengenannten 
Faktoren vorzunehmen. 


Eine solche Bewertung von Nahrungsmitteln kann nur durch 
spezielle Tierfiitterungsversuche durchgefiihrt werden, da eine che- 
mische Analyse der Nahrungsmittel uns nicht die Méglicnkeit bietet. 
ihren Gehalt an ,,unbekannten Nahrungsfaktoren‘ festzustellen. 


» McCollum, Davis, Simmonds und Pitz*), Daniels und Nichols®) haben 
auf diese Weise Reis, Weizen, Mais, Hafer, Bohnen (Phaseolus vul- 


garis) und Sojabohnen (Glycine hyspida) untersucht und deren Mingel 
(Fehlen des einen oder des anderen Faktors) gezeigt. 

Eine ganze Reihe von Nahrungsmitteln bedarf noch einer solchen 
Bewertung. Nachfolgende Versuche, welche im Jahre 1918 ausgefiihrt 


1) Me Collum and Davis, Journ. of. Biol. Chem. 21, 615, 1915. 

2) Osborne and Mendel, Carnegie Inst. of Washington, Publ. 156, 8. 11. 
Journ. of Biol. Chem. 18, 1914. 

’) Wheeler, Journ. of exper. Zoology 15, 209, 1913. 

4) Journ. of. Biol. Chem. 28, 211, 1917; 23, 181, 1915; 25, 105, 1916; 
2, 153, 1916/17; 29, 341, 1917; 29, 521, 1917. 

5) Daniels and Nichols, ebendaselbst 32, 91, 1917. 
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wurden, bezwecken eine Feststellung des Nahrwerts von Buchw 
(Fagopyrum esculentum) nach obengenannten Gesichtspunkten. 

Dergleichen Versuche werden gew6éhnlich an einer groBen An. a))| 
von Versuchstieren (gew6hnlich Ratten oder Miiuse) vorgenomnie 
Man teilt dieselken zu je vier bis sechs in einzelne Gruppen ind 
fiittert sie mit dem zu untersuchenden Nahrungsmittel, welchem jan 
noch verschiedene gereinigte Nahrungsstoffe beimengt. Da uns di 
Eiweibe, Salze und beide unbekannte Nahrungsfaktoren interessier (en 
so wurden entweder verschiedene Eiweibstoffe, entsprechende Gemeng 
der notwendigen Salze, Butter (als Quelle fiir fettléslichen, wachstwins 
férdernden Faktor) oder wisserige oder alkoholische Extrakte ver. 
schiedener, geniigende Mengen ,,wasserléslicher Faktoren‘‘ enthaltend 
Stoffe hinzugefiigt. Die Tiere jeder Gruppe wurden jeden zweiten 
Tag gewogen. Nach den Gewichtszahlen wurden Wachstumskurven 
von Versuchstieren verschiedener Gruppen gezeichnet, welche sofort 
zeigten, bei welcher Fiitterung die Tiere normal wuchsen und gediehen 
und bei welcher eine Wachstumsverzégerung eintrat. Auch konnt 
so festgestellt werden, durch was fiir einen Mangel eine solche Wachs 
tumshemmung hervorgerufen wurde; so konnte z. B. durch Zusatz 
von Butter, als Quelle ,,fettléslichen Faktors‘‘, ein Fehlen dieses Fak 
tors ausgeglichen werden. Ebenso konnten Eiweife von zu niedrigem 
Nahrwert erginzt werden. 

Um eine Kurve fiir das normale Wachstum der Versuchstiere 7u 
erhalten, bekamen mehrere Gruppen derselben ein gewOhnliches Misch- 
futter. Wiahrend der ganzen Versuchsdauer bekamen die Mause nur 
destilliertes Wasser zu trinken'), Alle Nahrungsstoffe, aus denen 
das Futter bereitet wurde, z. B. Casein, wurden fiinf bis sechs Stunden 
in Alkohol gekocht, um die méglicherweise in ihnen enthaltenen 
Vitamine zu entfernen und zu zerstéren. 

Zu den Versuchen wurde sowohl Buchweizengriitze als auch un 
gereinigter Buchweizen (mit den Fruchtschalen) verwendet. Dersellx 
wurde zu Mehl gemahlen und so an Mause verfiittert?). 

Als erstes konnte festgestellt werden, da die Miiuse bei aus. 
schlieBlicher Fiitterung mit Buchweizen (mit oder ohne Fruchtschalen) 
nicht weiterwuchsen, sondern daB nach Verlauf einiger Zeit sich ihr 
Gewicht zu verringern begann (vgl. Abb.1). Es erweist sich also, 
daB in den Samen des Buchweizens einer der fiir ein normales 


1) Einmal woéchentlich wurde dem Wasser eine geringe Menge Jod 
jodkaliumlésung beigemengt. 

2) Die weiBen Miuse wurden vor direktem Sonnenlicht geschiitzt, «i 
sonst nach vorhandenen Literaturangaben leicht Erkrankungen an Fayo- 
pyrismus auftreten (vgl. Pott, Handbuch der tierischen Ernahrung und 
der Futtermittel. 1907). 
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Wachstum der Mause notwendigen Faktoren fehlt. Der ,,wasserlésliche 
erganzende Nahrungsfaktor“ ist im Buchweizen (wie weitere Experi- 
mente zeigten) in geniigender Menge enthalten, da man denselben bei 
der Zusammenstellung der Futterrationen als alleinige Quelle dieses 
wiehtigen Faktors benutzen kann. 
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Wachstumskurven von Mausen, welche mit Buchweizen 

und destilliertem Wasser gefiittert werden. Kurve | und 4 

bei Futterung mit ganzen Buchweizenkornern (mit der 

Fruchtschale); Kurve 2 und 3 bei Fiitterung mit Buch- 
weizengritze. 








Um den Nahrwert der im Buchweizen enthaltenen Eiweibe zu 
bestimmen, bekam eine Reihe von Miusen ein Futter, welches zwar 
geniigende Mengen Mineralstoffe sowie der unbekannten fettléslichen 
und wasserléslichen Faktoren enthielt, aber als einzige EiweiBquelle 
nur die EiweiBe des Buchweizens aufwies. Diese Versuche zeigten, 
da die im Buchweizen enthaltenen EiweiBe den Bedarf des Organis- 
mus an ihm notwendigen Aminosiuren nicht zu decken vermdégen, 
daB sie nicht vollwertig sind (vgl. Abb. 2). Genauere Angaben 
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Wachstumskurven von Mausen, deren Futter als Eiweifquelle Buch- 
weizen enthielt. Ihre Ration war wie folgt zusammengesetet: Butter 5, 
Salze 4, Agar-Agar 2, Buchweizen 89%. Das Salzgemenge enthielt 
nach den Angaben von Me Collum: NaCl 0,3, CaHy(PO,) 0,2, Ca 
lacticum 1,9, K citricum 0,9, Fe lacticum 0,1. Bei Kurven ,2b* wurde 
bei dem mit einem Kreuzchen (X<) bezeichneten Zeitpunkte ein Teil 
des Buchweizens durch Casein (10%) ersetzt, worauf Wachstums- 
erneuerung cintrat, 


_ iber die Zusammensetzung der EiweiBe des Buchweizens besitzen wir 


nicht, doch existieren Anzeichen dafiir, daB sie aus Glutenin und 
Glutenfibrin bestehen. Glutenin gehért zu den Eiweifstoffen, welche 
ein normales Wachstum tierischer Organismen zu unterhalten ver- 








350 A. Palladin: 


mogen, er ist augenscheinlich im Buchweizen in zu geringen Mer ven 
enthalten. 

Die Griinde fiir den geringen Nahrwert des im Buchweizensa: \en 
enthaltenen EiweiBes miiBten also noch Gegenstand genauerer Un ier- 
suchungen sein. 

In bezug auf diese KiweiBe gleicht der Buchweizen dem Weie1 
Hafer, den Erbsen und Bohnen, deren Eiwei®stoffe sich nach den 
Untersuchungen von Mc Collum ebenfalls als zur Unterhaltung eines 
normalen Wachstums ungeniigend erwiesen haben. Hochwertig sin 
die EiweiBstoffe des Mais, welche alle dem tierischen Organismus j\0t. 
wendigen Aminosiuren enthalten. Vollwertig sind nach den Angabe 
von Daniels und Nichols die EiweiBe der Sojabohne (Glycine hispida 
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Abb. 3. 

Wahrend der ersten Periode (1) erhielten die Mause ein Futter, welches als 
Quelle fiir ,fettléslichen Faktor* Buchweizen (mit den Fruchtschalen) enthielt. 
Wahrend der zweiten Periode (2) war. ein Teil des Buchweizens durch Butter 
ersetzt worden, wodurch Wachstumserneuerung hervorgerufen wurde. Der Zeit- 

punkt des Periodenwechsels ist mit einem Kreuzchen (<) bezeichnet. 

Ration der ersten Periode. Ration der zweiten Periode. 
Buchweizen .... . 60%  Buchweizen. 
NER oes ka a ss Casein 
wee Ss Oe eee Salze. : 
Aane-Agte Agar-Agar ES of 
Kartoffelstarke . . . . 25 Kartoffelstiarke . 

Butter 


Die unterbrochene Linie ist eine Kurve des normalen Wachstiu: 


Um den Gehalt des Buchweizens an _ ,,fettléslichem Faktor A 
festzustellen, wurde eine Futterration zusammengestellt, welche als 
einzige Quelle fiir diesen Faktor nur Buchweizen enthielt. Dies 
Ration entsprach allen Anforderungen, d.h. sie enthielt geniigenc 
Mengen (10 bis 18 %) vollwertiger EiweiBbe, Salze und_,,wasser|is 
lichen Faktors B“. 

Wie aus Abb. 3 ersichtlich, wuchsen die Versuchsmiuse, welcli 
mit dieser Ration gefiittert wurden, nicht. Das Wachstum erneuert: 
sich erst, wenn der Nahrung als Quelle fettléslichen Faktors geringe 
Mengen (5%) Kuhbutter beigemengt wurden. Ein derartiges Ver- 
suchsergebnis weist darauf hin, daB im Buchweizen, wenn iiberhau). 
nur so geringe Mengen ,,fettléslichen Faktors‘‘ enthalten sind, da! 
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ein Gehalt der Nahrung von selbst 60° Buchweizen den Bedarf des 
wachsenden jugendlichen Organismus an ,,fettléslichen Faktoren‘: nicht 
zu decken vermag. Dies Versuchsergebnis war davon unabhingig, 
ob der Buchweizen mit oder ohne Fruchtschalen verfiittert wurde. 

Beziiglich anderer Nahrungsmittel, welche auf ihren Gehalt an 
_fettléslichem Faktor A‘* hin untersucht worden sind, weisen die An- 
gaben von Mc Collum") u.a. darauf hin, daB derselbe nur in der 
Hirse und der Leinsaat in geniigenden Mengen enthalten ist, wenig 
dagegen in den Fetten der Samen von Mais und Glycine hyspida und 
gar nicht im Weizen, Hafer und in den Bohnen. Beziiglich seines Ge- 
halts an fettléslichem Faktor ist der Buchweizen also den drei letzt- 
genannten Pflanzenprodukten gleichzustellen. 

Kinige Gruppen meiner Versuchsmause bekamen ein Futter, in 
welchem der Buchweizen (ohne Fruchtschalen) die alleinige Quelle 
der nétigen Salze darstellte. Dann wurde diese Periode von einer 
anderen abgelést, wihrend der dem Futter eine geringe Menge eines 
entsprechenden Salzgemenges beigefiigt wurde. Diese Versuche zeigten, 
daB der Salzgehalt des Buchweizens (ohne Fruchthiillen) ein nor- 
males Wachstum junger Miuse nicht vollkommen gewihrleistet. Ein 
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Abb. 4. 
Wabrend der ersten Periode (1) diente als Quelle fur die Salze Buchweizengritze. 
Die Ration der zweiten Periode (2) enthielt 3%) des Salzgemisches. 
Futterration der ersten Periode. Ration der zweiten Periode. 
Buchweizen. .... . 60% |} Buchweizen. .... . 60% 
epi rs. tes ee Ces ee SS ED 
mger-Aoer., . s . <a e Agar-Agar ye 
a Ee eS. 
BNE CA gig es ee SRM SO ular he Oe 
PN re ess Ga ie 
Zusammensetzung des Salzgemisches von Ration 2: NaCl 0,3, 
CaH,(PO,), 0,2, Ca lacticum 1,9, K citricum 0,9, Fe lacti- 
cum 0,1. 


solches stellte sich erst ein, wenn dem Futter ein entsprechendes 
Salzgemenge beigefiigt wurde (vgl. Abb. 4). Der Salzgehalt des 
Buchweizens gleicht also dem von Weizen, Hafer und Mais. Er mub 
durch die gleichen Salze vervollstindigt werden wie bei dem Weizen 


1) Me Collum, Journ. of Biol. Chem. 30, 113, 1917. 
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und Mais, denen er in der Zusammensetzung seiner Aschenbesta d. 
teile am meisten gleicht [Wolff!), Wehmer?) und Pott]. 

Der ,,wasserlésliche Nahrungsfaktor* ist sowohl in gereinig 
wie auch in ungereinigten Buchweizenkérnern in geniigender Mey 
enthalten. Junge Versuchstiere wachsen nur dann normal, wenn 
Nahrung sonst allen Anforderungen entspricht und auch den ,,uni) 
kannten wasserléslichen Faktor‘‘ in geniigender Menge enthalt. 
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Abb. 5. 
Die Mause erhielten ein Futter, in welchem als Quelle ,,wasserléslichen Faktors“ 
Buchweizengriitze (die beiden linken Kurven) oder ungereinigter Buchweizen 
(die beiden rechten Kurven) diente. Samtliche Mangel des Buchweizens waren 
durch den Gehalt des Futters an Casein, Butter und Salzen ausgeglichen. 
Zusammensetzung dieser Ration. 
Buchweizen ...... 65% 
COM Se ere eh 
|. a en er ee 
es ee SO 
og SE Ree 
Ss EEE TE TE | 


Versuche zeigten, daB ein Gehalt des Futters von 60° Buchweizen 
geniigt, um ein normales Wachstum der Miuse zu unterhalten, wenn 
auch die tibrigen 40% der Futterbestandteile keinen ,,wasserléslichen 
Faktor* enthalten. 

Auch andere bis jetzt untersuchte Nahrungsmittel erwiesen sich 
als ziemlich reichhaltig an ,,wasserléslichem Faktor B“. In diese: 
Hinsicht steht also der Buchweizen weder dem Weizen, noch dem 
Mais, Hafer, den Erbsen oder Bohnen nach. 

Aus all diesen Versuchen ist ersichtlich, daB der Buchweizen 
nicht zu den vollwertigen Nahrungsmitteln gerechnet werden kann 
und da® er nicht als alleinige Nahrungsquelle eines wachsenden 
Organismus zu dienen vermag. Der Buchweizen enthialt geniigence 
Mengen ,,wasserléslichen Faktors B‘, jedoch gar keinen ,,fettléslichen 
Faktor A‘‘. Auch sind seine EiweiBe nicht vollwertig, und sein Salz- 
gehalt ist unbefriedigend. 


1) Wolff, Aschenanalysen von landwirtschaftlichen Produkten. 1871. 
2) Wehmer, Pflanzenstoffe. 1911. 
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(‘ber den EinfluB der Abkiihlung auf die Kreatinausscheidung. 


Von 


Alexander Palladin. 


Physiologisches Laboratorium des Instituts fiir Land- und Forstwirtschaft, 
Charkow, Ukraine.) 


(Eingegangen am 14. Januar 1923.) 


In neuester Zeit kann man einen engen Zusammenhang zwischen 
der Kreatinausscheidung und dem Kohlehydratumsatz als feststehend 
betrachten!), eine Kreatinausscheidung tritt immer ein, wenn der 
tierische Organismus aus irgend welchen Griinden an Kohlehydrat- 
mangel leidet. Daher tritt Kreatinurie auch bei Diabetes mellitus, 
Phloridzindiabetes und bei einigen anderen Formen von Glykosurie auf. 

Schon Guinquaud?) wies darauf hin, daB im Harn von Kaninchen 
Zucker ausgeschieden wird, wenn man dieselben einer starken Ab- 
kiihlung aussetzt. Dieses konnte von Araki*) bestatigt werden, welcher 
bei mittels Schneepackungen und kaltem Wasser abgekiithlten Kanin- 
chen Glykosurie konstatierte. Dasselbe trat auch bei Hunden ein, 


pwrenzen wenn er ihre Kérpertemperatur im Laufe mehrerer Stunden auf + 28° C 
> wenn herabsetzte. Wodurch bei Kilteeinwirkung die bei den Tieren auf- 
islichen tretende Glykosurie auch hervorgerufen sein mége, erweist es sich, dal 
. sich dabei die dem Ko6rper zur Verfiigung stehende Kohlehydratmenge 
coding h verringert, sei es, daB die Glykosurie durch eine gr6éBere Durchlassig- 
dieser keit der Niere fiir den im Blute enthaltenen Zucker hervorgerufen wird, 
h dem oder daB der Ko6rper bei starker Kaltewirkung ein geringeres Oxy- 
dationsvermégen fiir Zucker besitzt (Pfliiger, Léwit). 

premen In Anbetracht dessen erschien es interessant festzustellen, ob die 
1 kann Abkiithlung eines Tieres auch seine Kreatinausscheidung beeinfluBt, 


senden ob bei einer Temperaturerniedrigung nicht Kreatin im Harn des 
ugence betreffenden Tieres auftritt. Oder besteht vielleicht in diesem Falle 
slichen kein Parallelismus zwischen Zucker- und Kreatinausscheidung ? 
1 Salz- 
1) Cathcart, Journ. of Physiol. 39, 311, 1909; Mendel and Osborne, Journ. 
of Biol. Chem. 10, 213, 1911; Alex. Palladin, Bulletin de l Acad. Russe des 
Sciences 1916, S. 1129. 
*) Guinquaud, Journ. de l’Anat. et de la Physiol. 24, 326, 1887. 
8) Araki, Zeitschr. f. physiol. Chem. 15, 333, 1891; 16, 453, 1892. 
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Zur Klarung dieser Frage wurden von mir im Jahre 1919 
Reihe von Untersuchungen gemacht und deren Ergebnisse in 
russischen Zeitschrift ,,Wratschebnoje Djelo 1919° veréffentlicht. 
Versuchstiere wihlte ich Kaninchen, weil bei ihnen leichter als 
anderen Warmbliitlern eine Temperaturerniedrigung hervorgerwte 
werden kann. Zum Zwecke der Abkiihlung wurden die Kaninchen ji 
dem Riicken nach unten auf ein Brett gebunden und so in eine init 
kaltem (+ 6°C bis + 12°C) Wasser gefiillte Wanne getaucht. |e 
Kopf des Kaninchens wurde dabei in einem der iiblichen Kopfhatt« 
befestigt. War das Brett in die gefiillte Wanne getaucht, so befand sich 
fast der ganze Koérper des Kaninchens auBer dem vorderen Teil (es 
Brustkorbes und dem Kopfe unter Wasser. In den Enddarm wuri 
ein Thermometer gesteckt, welches ein ununterbrochenes Beobachte 
der Kérpertemperatur des Versuchstieres gestattete. 

Da nach Angaben von Forschern, welche den EinfluB8 der Ab. 
kithlung auf die Wiirmeregulation') untersuchten, das Leben de 
Kaninchen gefaihrdet wirde, falls man ihren K6rper auf weniger als 
30° C abkiihlte?), so wurde bei den oben geschilderten Versuchen <i: 
Kalteeinwirkung sofort unterbrochen, sobald das in die Anuséffniung 
gesteckte Thermometer eine Temperatur von etwa 30°C anzeigte 
Bei Einhaltung dieser Bedingungen itiberstanden die Kaninchen i 
Abkiihlungen sehr gut und erreichten nach einigen Stunden wieder 
ihre normale Kérpertemperatur. 

Die Versuchstiere wurden wiahrend der ganzen Zeit in Stoffwechsel- 
kafigen gehalten, aus welchen sie nur wihrend der Kalteversuch: 
herausgenommen wurden. Der Harn der Kaninchen wurde in Kolhen 
aufgefangen, welche unter die Offnungen im Boden der Kafige geste'l! 
wurden. Dem Kolbeninhalte wurde Thymol beigefiigt. Der Analyse 
wurde nicht die Harnmenge eines Tages, sondern die von 2 Tagen unte 
worfen, da die Tagesmenge des Harns bei den Kaninchen eine 
geringe ist. 

Der wihrend zweier Tage gesammelte Harn wurde auf seinen 
Gehalt an Zucker, Kreatin und Kreatinin hin analysiert. Der Zucke 
gehalt des Harns wurde nach der Methode von Fehling-Pavy bestimmt 
die quantitative Bestimmung des Kreatins und des Kreatinins nac!i 
der Methode von Follin und Morris*) gemacht. 

Bei Kaninchen, welche mehrere Tage mit Heu und Hafer gefiitter! 
waren, wurde eine Bestimmung des Kreatiningehalts des Harns vor 
genommen (Kreatin fehlte gewéhnlich), und dann die Tiere an |» 


') Firth, Zeitschr. f. physiol. Chem. 64, 156, 1914. 

*) Bei zu starker Kalteeinwirkung gelingt es oftmals den Kaninchen 
nicht, ihre normale Kérpertemperatur zuriickzuerlangen. 

3) Folin and Morris, Journ. of Biol. Chem. 17, 469, 1914. 
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stinmten Tagen der Kaltewirkung unterzogen. Der Harn vom Ver- 
suchstage und der vom folgenden Tage wurden gesammelt und zu- 
sammen auf ihren Gehalt an Zucker, Kreatin und Kreatinin untersucht. 
Es ergab sich, daB nach einer Abkithlung nicht immer Zucker im Harn 
auftritt; ebenso anderte sich der Kreatin- und Kreatiningehalt nicht 
jedesmal. Falls wihrend der Kaltewirkung die Kérpertemperatur des 
Kaninchens nur wenig (im Mittel nicht tiefer als auf 35°C) sank, oder 
die starke Temperaturerniedrigung nur kurze Zeit dauerte, so daf} das 
Kaninchen seine Normaltemperatur schnell wieder zuriickerlangte, 
so konnte im Harn kein Zucker und nur ganz selten geringe Mengen 
Kreatin festgestellt werden. Ein ergiebigeres Resultat konnte bei 
stirkerer Abkithlung des Kaninchenkérpers (auf 31° bis 30° C) erreicht 
werden. Jedoch begann dann das Kaninchen schon wihrend des kalten 
Bades zu zittern. Dieses Zittern hielt auch nach dem Verlassen des 
Kaltebades an und dauerte, nachdem das Tier wieder in seinen Kiafig 
gesetzt worden war, oft noch ziemlich lange. In solchen Fallen enthielt 
der am Versuchstage’) und am folgenden Tage gesammelte Harn (bei 
unverandertem Kreatiningehalt) fast immer Kreatin und meist auch 
Zucker. Als Beispiel fiihre ich hier zwei Protokolle derartiger Ver- 
suche an. 


Versuch 16. 





Harnmenge Gehalt der Harnmenge von 2 Tagen an 
Datum von z . Bemerkungen 
2 Tagen Kreatinin Kreatin Zucker 


3. VI. | i95cem | 0,114 


0,136 


0,130 - -- 


; 9. VL, 11 Uhr morgens ein kaltes 

0,128 0,012 : Bad von + ee Das Kanin- 
chen blicb im Bade 24 Minuten, 

T° im Rektum vor dem Bade 

39C; nach dem Bade 31°C; um 

8Uhr abends 9. VI. — 37°C. 


165 ,, 0,135 ae 


Diese Versuche zeigen, daB eine starke Abkiihlung des Kaninchen- 
kérpers von Kreatinausscheidung begleitet ist. Das Auftreten des 
Kreatins im Harn kénnte auf zweierlei Arten erklart werden. Es kénnte 
erstens durch Verarmung des Organismus an Kohlehydraten hervor- 
gerufen sein; wir fiihrten schon an, da verschiedene Arten von Glyko- 


1) D. h. am Tage, an dem das Kaninchen dem Kaltebade ausgesetzt 
wurde. 
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Versuch 33. 





Harnmenge Gehalt der Harnmenge von 2 Tagen an 
Datum von : : Bemerkungen 
2 Tagen Kreatinin Kreatin Zucker 


13. VE. 
14. 

15. 

ee is ae 

— ys a a 17. VIL. 11 Uhr morgens kalt: 

18 1s: ., 0,094 0,015 4 von + 8°C auf 18 Minute 

F Wahrend der Dauer des [ade 
fiel die K6rpertemperatur de 
Kaninchens von 38,4°C auf 35 


130 ,, 0,095 an 


120cem 0,096 


ia 0,090 ‘ 


19. 
20. 


surie fast immer von Kreatinurie begleitet sind. Ein anderer Gru 
ware in dem durch die Koérperabkiihlung hervorgerufenen Zittern 
Kaninchens zu suchen; neuerdings kann man aber dank den Unter 


suchungen von Pekelharing und van Hoogenhuyze') u. a. die Abhiingiy 
keit der Kreatinbildung und -ausscheidung von der Muskelarbeit 
(tonische Muskelverkiirzung) als festgestellt betrachten. 

Die Abkihlung der Kaninchen, welche eine starke Temperatur- 
senkung ihres Kérpers nach sich zieht, ruft einen verstirkten Zerfal| 
des MuskeleiweiBes hervor, wobei eine regere Kreatinbildung vor sic\) 
geht und dasselbe im Harn auftritt. 

In vielen Fallen konnte die Kreatinausscheidung dadurch beseitig! 
werden, daB man dem Kérper bedeutende Mengen von Kohlehydraten 
zufiihrte. Es erwies sich dabei, daB die Kohlehydrate auch bei durch 
starke Kalteeinwirkung bei den Versuchskaninchen hervorgerufene: 
Kreatinurie die gleiche Wirkung haben. Die Versuche zeigten, «ati 
die Abkihlung eine um so schwachere Wirkung auf den Kreatinumsatz 
ausiibt, je reichlicher das Futter des Versuchstieres ist und je grober 
Mengen resorbierbarer Kohlehydrate es enthailt. Wenn man jedoch 
bei gew6hnlicher Nahrung am Vortage und am Tage des Kiilteversuch:s 
einen gewissen Uberschu8 an Kohlehydraten in den Kérper einfiihrt 
so wird tiberhaupt kein Kreatin ausgeschieden. Als Beispiel dic 
folgendes Versuchsprotokoll. 

Die thermische Glykosurie wird nicht nur bei Kaninchen wi 
Hunden, sondern auch beim Menschen beobachtet. Glaessner?) fan 
dieselbe bei Personen, welche langere Zeit den Einwirkungen der Kat: 
ausgesetzt waren. Die thermische Glykosurie ist beim Menschen v0! 


1) Pekelharing und van Hoogenhuyze, Zeitschr. f. physiol. Chem. 6%, 
395, 1910. 

2) Glaessner, Wiener Klin. Wochenschr. 22, 921, 1909. Nach Lé 
tritt auch bei Fréschen termische Glykosurie auf. 
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Versuch 48. 





Gehalt an Gehalt an Gehalt an 


Kreatinin Kreatin Zucker Bemerkungen 


3. VITL. 0.102 Ye Futter: Hafer. 


as 19, VIII. wurden mit Hilfe einer Sonde 30g 
0,092 Traubenzucker cingefihrt. 


20. VIIL, 9 Ubr morgens 30 g Traubenzucker 
0.097 3 eingefuibrt, um 10 Uhr morgens ein kaltes Bad 
’ von 10°C, Die Temperatur des | oe 
fiel von 38,2°C auf 31, 
kiirzerer Dauer, sie hért schon einige Stunden nach Beendigung der 
Kalteeinwirkung auf. 

Man kann annehmen, daf die Kilte auf den Kreatinumsatz des 
Menschen ebenso wirkt wie auf denjenigen der Kaninchen. Wabhr- 
scheinlich tritt auch beim Menschen ein verstirkter Zerfall des Muskel- 
eiweiBes unter Bildung von Kreatin auf, falls der menschliche Kérper 
einer andauernden starken Kialteeinwirkung ausgesetzt wird, z. B. bei 
langem Verweilen im Frost oder in sehr kalten Raiumlichkeiten. Diese 
hbeschleunigte Kreatinbildung wire vielleicht durch einen UberschuB 
des menschlichen Organismus an Kohlehydraten oder geeigneten 
KiweiBstoffen (aus denen er Kohlehydrate bilden kénnte) wieder zu 
beheben. 

Bei Kalteeinwirkung treten im Harn nach den Untersuchungen 
von Araki, Glaessner und Fiirth nicht nur Kreatin und Zucker, sondern 
auch noch Milchsiure auf. Fiirth') fand, daB die Milchsiure nur dann 
im Harn auftritt, wenn der Kérper geniigende Mengen oder gar einen 
Uberschu8 an Kohlehydraten aufweist. Bei Kohlehydrathunger ent- 
halt der Harn keine Milchsiiure. Bei der Einwirkung von Kaite auf 
einen Organismus tiben also die Kohlehydrate auf die Ausscheidung 
von Kreatin und von Milchsiure entgegengesetzte Wirkungen aus. 
Nach der Meinung Embdens*) spaltet sich im Muskel bei der Arbeit 
das Lactacidogen, eine Verbindung eines Kohlehydrats (Traubenzucker) 
mit Phosphorsiiure. Die Milchsiure wird im Muskel weiter oxydiert 
oder sie verwandelt sich in Kohlehydrate (entweder gleich im Muskel 
oder erst nach ihrem Ubertritt in die Leber). Die Reste der Phosphor- 
sure verbinden sich wieder mit Zucker und bilden Lactacidogen, 
welches allein bei den spezifischen Reaktionen bei der Muskelarbeit 
telnimmt. Die EiweiBe und Fette aber liefern bei ihrem Zerfall nur 
die Energie fiir den endothermischen ProzeB, d.h. fiir die Bildung 
der Kohlehydrate aus Milchsiure und fiir die Bildung des Lactacidogens. 


1) Fiirth, 1. ¢. 
2) Embden, Griesbach und Laquer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 93, 
124, 1914, 
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Bei Kalteeinwirkung verringert sich infolge Sauerstoffma 
die Fahigkeit des Kérpers Zucker zu oxydieren, zugleich ruft di: 
kiihlung eine gesteigerte Muskeltiatigkeit hervor, welche mit verstii 
Lactacidogenspaltung verbunden ist. Bei einem UberschuB an K 
hydraten wird ein Teil der in den Muskeln enthaltenen Milch 
nicht oxydiert und im Harn ausgeschieden, wihrend sie gewoh 
volistandig oxydiert wird. Zugleich braucht der Koérper, dank 
Vorhandensein der Kohlehydrate, fiir die Lactacidogenbildung 
zu einer Spaltung seiner EiweiBe zu schreiten (zur Gewinnun 
notigen Energie), und es tritt kein Kreatin im Harn auf. 

Falls kein Uberschu8 an Kohlehydraten vorhanden ist, ab 
Bedarf sich infolge der Kalte steigert, verbraucht der K6érper ein 
Milchsiureteilchen zur Lactacidogenbildung (um so mehr, als ein T 
des Traubenzuckers durch die Ausscheidung im Harn verloren geht 
es tritt daher im Harn keine Milchsiure auf. Zu gleicher Zeit mu 
der tierische Organismus sich eine neue Energiequelle fiir die end 
thermischen Prozesse der Lactacidogenbildung suchen; es findet 
gesteigerter Zerfall des in den Geweben enthaltenen EiweiBes unte: 
Kreatinbildung statt, und ein Teil des Kreatins wird im Harn aus 


geschieden. 

















Uber den Zusammenhang 
zwischen der Kreatinausscheidung und Azidosis. 


Von 


Alexander Palladin. 


(Aus dem physiologischen Laboratorium des Instituts fiir Land- und 
Forstwirtschaft, Charkow. ) 


(Eingegangen am 14. Januar 1923.) 


Die Untersuchungen tiber die Kreatinausscheidung bei Menschen 
und Tieren unter verschiedenen Bedingungen haben gezeigt, daB sehr 
haufig gleichzeitig mit der Kreatinausscheidung eine Ausscheidung 
von Acetonkérpern zu beobachten ist. Es ist daher schon lange die 
Frage aufgetaucht, ob nicht zwischen diesen beiden Erscheinungen 
ein kausaler Zusammenhang besteht; ob nicht das Auftreten von 
Kreatin im Harn von der Azidosis abhingt, von der Anhaiufung und 
Ausscheidung solcher Stoffwechselprodukte wie Aceton, Acetessig- 
siure und $-Oxybuttersiure. Nach den neuesten Untersuchungen ') 
wird Kreatinausscheidung jedesmal bei Kohlehydrathunger des_be- 
treffenden tierischen Organismus beobachtet. Andererseits ist der 
Kohlehydrathunger gewohnlich von einer Ansammlung von Siuren 
im Ko6rper, einer Azidosis, begleitet, welche nicht allein durch die 
Bildung von Acetonkérpern bedingt zu sein braucht. Allerdings ver- 
halten sich nicht alle Tiere gleichmaBig zur Fortlassung der Kohle- 
hydrate aus ihrem Futter”). Beim Menschen und den Affen zieht 
ein einfaches Fehlen der Kohlehydrate in der Nahrung unbedingt eine 
Ausscheidung von Acetonkérpern, verbunden mit einer gesteigerten 
Ausscheidung von Ammoniak, nach sich. Bei Hunden und Schweinen 
geniigt dazu ein alleiniger Kohlehydrathunger nicht; eine Azidosis 
tritt nur auf bei Hunger und subkutaner Einspritzung von Phloridzin. 

Aus dem oben Gesagten ist ersichtlich, daB Kreatinausscheidung 
und Azidosis, soweit sich dieselbe in der Ausscheidung von Aceton- 


1) Cathcart, Journ. of Physiol. 39, 311, 1909; Mendel and Rose, Journ. 
of Biol. Chem. 10, 213, 1911; Alexander Palladin, Bulletin de l’ Acad. Russe 
des Sciences 1916, S. 1129. 

*) Baer, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 54, 153, 1905. 
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korpern iuBert, gleichzeitig auftreten kénnen. Es liegt also nalx 
fragen, ob Azidosis und Kreatinausscheidung nicht von einem gen 
samen Grunde — dem Kohlehydratmangel — abhingen, oder ol) dic 
Kreatinausscheidung nicht eine Folge von Azidosis ist und jedes:ja| 
dann auftritt, wenn sich im K6érper des Tieres Siuren ansammeln, «i. } 
Azidosis entsteht unabhaingig davon, ob der Organismus an Ko)ile- 
hydratmangel leidet, oder ob geniigende Mengen Kohlehydrate 7, 
seiner Verfiigung stehen. 

Am natiirlichsten erscheint mir die Annahme, dak zwischen Kreati 


ausscheidung und Ausscheidung von Acetonkérpern kein unmittel- 


barer Zusammenhang, wohl aber ein Parallelismus besteht. Hing 
doch die Kreatinausscheidung vom Zerfall des GewebseiweiBes a}, 
und treten die Acetonkérper, soweit dies bisher festgestellt worden ist! 
hauptsachlich, wenn nicht ausschlieBlich, als Zerfallsprodukte von Fetter 
auf. Die Rolle der Kohlehydrate kann im einen wie im anderen !'ai! 
die gleiche sein; werden sie dem Organismus zugefiihrt, so kénnen si 
ihn ebenso vor dem Zerfall des Gewebseiweibes wie vor dem des Reserye- 
fettes bewahren. 


Die Mehrzahl der Forscher z. B. Cathcart und Taylor*), nehmen gerade 
diesen Standpunkt ein, wobei sie gleichzeitig einen engen Zusammenhang 
zwischen der Kreatinausscheidung und dem Umsatz der Kohlehydrate 
annehmen. Anders denken Biirger und Machwitz*) auf Grund ihrer Beo) 
achtungen uber die Kreatinausscheidung bei Diabetikern. Sie sagen, dai} 
, die Azidose auf das Auftreten von Kreatinurie einen bestimmenden Fin 
flu8 haben muB“. Jedoch ist die Methodik ihrer Arbeit eine sehr unvo! 
kommene; sie haben den Einflu8 der Acetessigsiure auf die Kreatinin 
bestimmung nicht in Betracht gezogen, und dies veranlaBt, sich mit 
groBer Vorsicht zu ihren Folgerungen zu verhalten. Spater hat sich noch 
Underhill‘) mit der gleichen Frage, dem Zusammenhang von Kreatinurie 
und Azidosis, beschaftigt. In seinen Arbeiten konstatierte er, daB die durch 
, siurehaltiges** Futter hervorgerufene Kreatinurie von Azidosis begleitet 
ist, welche er nach der Wasserstoffionenkonzentration des Harns bestimnite, 
da8 eine Einfiihrung von Basen in den Organismus im Anfang der Hunger 
periode die Kreatinurie verringert, in spaterer Hungerperiode jedoch ono 
EinfluB bleibt, daB andererseits bei Phloridzindiabetes die Einfiihrung 
verhaltnismaBig groBer Mengen doppeltkohlensauren Natrons die Kreatinurie 
nicht verringert. Auf Grund solcher Resultate sprach Underhill den Ge 
danken aus, da die Kreatinausscheidung durch zwei verschiedene Griinde 
bedingt sein kann, entweder kann dasselbe im Harn als Resultat der 
Azidosis bei geniigender Zufuhr von Kohlehydraten auftreten, oder die 
Kreatinurie wird bei Kohlehydrathunger und fehlender Azidosis beobachtet 


1) Vgl. Lang, Biochem, Journ. 9, 456, 1915; v. Fiirth, Probleme ( 
physiol. u. path. Chem. 2, 423, 1913; Lusk, Ergebn. d. Physiol. 12, 371, 1912 

2) Cathcart and Taylor, Journ. of Physiol. 41, 276, 1910. 

8) Birger und Machwitz, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 74, 222, 1913. 

4) Underhill, Journ. of Biol. Chem. 27, 127, 141, 147, 1916; Underhill 
and Baumann, ebendaselbst 27, 1916, S. 151. 
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Underhill neigt also immerhin zur Meinung, daB ein Zusammenhang 
zwischen Kreatinurie und Azidosis besteht. Durch diese Arbeiten ist jeden 
falls die vorliegende Frage noch immer nicht endgiiltig geklirt, und die 
Abhangigkeit der Kreatinurie von Azidosis erscheint noch immer zweifelhaft. 

Mit noch groBerer GewiBheit kénnte man vom Fehlen eines ursich 
lichen Zusammenhangs zwischen Kreatinurie und Azidosis sprechen, wenn 
es festzustellen gelinge, daB auch bei gleichzeitiger Ausscheidung von 
Acetonkérpern und Kreatin (bei Hunger oder Phloridzindiabetes) diese 
beiden Erscheinungen unabhingig voneinander verlaufen, und daB ein 
Anschwellen oder Abflauen der Acetonurie nicht unbedingt ein entsprechen 
des Wachsen oder Fallen der Kreatinurie nach sich zieht. 

Zur Lésung dieser Frage wurden untenstehende Versuche ange- 
stellt!), bei welchen der Stickstoff im Harn nach der Methode 
Folin und Gulick?) bestimmt wurde, Kreatin und Kreatinin nach Folin 
und Morris*) [nach vorhergehender Behandlung des Harns nach Graham 
und Boulton*)|, Ammoniak nach Folin und Macallum®), Aceton nach 


Folin und Denis®). 

Als Versuchstiere dienten Hunde. Man lieB dieselben eine Zeit- 
lang hungern, wahrend welcher Zeit ihnen Phloridzin injiziert wurde 
Sobald im Harn Kreatin und Acetonkérper auftraten, wurde versucht 
die Ausscheidung der Acetonkérper zu beeinflussen, um zu finden, 
Geelmuyden*) 


von 


wie dadurch die Kreatinausscheidung beeinfluBt wird. 
und spaiter Baer’) hatten gefunden, daB Fleischfiitterung die Azidosis 
bei phloridzinierten Hunden abschwacht. Daraufhin wurde den Hunden 
nach mehrtiagiger Phloridzininjektion EiweiB verabfolgt, wobei sich 
ergab, daB die Ausscheidung von Acetonkérpern kleiner wurde, aber 
die Kreatinausscheidung unverindert blieb. 

In Tabelle I ist Protokoll eines 
gegeben. 

Wenn man die Mittelwerte fiir die Ausscheidung der Acetonkérper 
an Hungertagen und an Tagen der Fiitterung mit Eiweif berechnet, 
so ergibt sich, daB die Fiitterung des Hundes mit Eiweif die Aus- 
scheidung des Acetons um die Hialfte verringert hat, wahrend sie auf 
hat: es wurden 


das solehen Versuchs wieder- 


die Kreatinausscheidung tiberhaupt nicht gewirkt 
nimlich bei Hunger im Mittel 0,287 g Acetonkérper ausgeschieden, 
hei Fiitterung mit geringen Mengen Eiweif jedoch nur 0,116 g. 

1) Diese Versuche wurden im Jahre 1919 gemacht und ihre Ergebnisse 
in der russischen Zeitschrift ,,Wratschebnoje Djelo* (,,Medizinisches Fach‘) 
1919, Nr. 5, veréffentlicht. 

2) Gulick, Journ. of Biol. Chem. 18, 541, 1914. 

3) Folin and Morris, ebendaselbst 17, 469, 1914. 

4) Graham and Bulton, Proc. of the Royal. Soc. of London (B) 87, 205, 1914. 

5) Folin and Macallum, Journ. of Biol. Chem. 11, 1912. 

6) Folin and Denis, ebendaselbst 18, 263, 1914. 

7) Geelmuyden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 26, 381, 1898. 

8) Baer, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 51, 271, 1904. 
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Tabelle I. 
Gewicht des Hundes 8 kg. 





Gesamtmenge yp ss Kreatin: | Gesamtmenge Menge des in: 
des Stickstofts Kreatininmenge menge des Acetons jiziert.Phloridzins Nahrur 


- . 8 - g 


6,15 0,235 0,153 0,095 
7,64 0,240 0,235 0,356 
7,45 0,224 0,324 0,410 


10,94 0,226 0,368 0,226 
11,26 0,216 0,320 0,087 
11,)2 0,210 0,332 0,037 


8.05 0,190 0,312 0,094 
7,15 0,186 0,354 0,435 


ooo 


Hunger 


— ee 


50 g Eiwei 
50g 
50 g 


ah pe 
ea eco 


_— 


Hunger 


In Tabelle II ist das Protokoll eines analogen Versuchs dargestel|) 
Auch hier hat die Fiitterung des Hundes mit EiweiB die Acetonaus 
scheidung stark verringert. Im Mittel wurden taglich 0,161 g Aceto: 
ausgeschieden, gegen 0,372 g, welche bei Hunger abgesondert wurden 
d. h. die Acetonurie wurde 214 mal kleiner. Auf die Kreatinausscheidun 
hat die EiweiBfiitterung auch in diesem Falle keinen EinfluB gehabi 


Tabelle IT. 
Gewicht des Hundes 12,3 kg. 





Gesamtmenge Gesamtmenge Menge des in- 
des Stickstoffs des Acetons jiziert.Phloridzins Nahrung 


g g g 8 


Kreatin 


9,35 0,456 0,283 2,0 | Hunger 
10,54 0,675 0,462 — . 


12,87 0,625 0,217 on 50g Casei 
12,56 0,585 0,105 ov 50 g 


10,21 0,464 0,435 -- Hunger 


Die durch Hunger und Phloridzindiabetes bei Hunden_ hervor- 
gerufene Kreatinausscheidung bleibt unverandert, falls die Tiere mi 
geringen Mengen EiweiB gefiittert werden, — eine Tatsache, welch 
schon friiher festgestellt wurde!). Werden jedoch die Versuchstier 
mit groBen Mengen EiweiB gefiittert, so kann dadurch, nach den Unter. 
suchungen von Alexander Palladin®) und Rose*) eine Verringeriny 


1) Benedict and Osterberg, Journ. of Biol. Chem. 18, 195, 1914. 

2) Alexander Palladin, Bulletin de l’Acad. Russe des Sciences |!)!), 
S. 1133 (Der Einflu8 der Fiitterung mit iiberschiissigen Mengen Eiw: 
auf durch Hunger hervorgerufene Kreatinurie). 

8) Rose, Journ. of Biol. Chem. 26, 331, 1916 (EinfluB des Eiwei®Bes 
Kreatinurie bei Pankreasdiabetes). 
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ier Kreatinurie hervorgerufen werden, welche durch die Bildung von 
groderen Kohlehydratmengen aus Uberschu8 des EiweiBes bedingt ist?). 

Die angefiihrten Versuche zeigen, daB auch bei Phloridzindiabetes 
Kreatinurie und Azidosis unabhingig voneinander verlaufen, da ein 
\bflauen der Azidosis, erkennbar an der Verringerung des Aceton- 
yehalts des Harns, nicht von einem entsprechenden Schwicherwerden 
ler Kreatinurie begleitet ist. 

Im weiteren Verlauf der Untersuchungen wurden die Versuche 
ibgeindert und noch auf andere Art diese beiden Erscheinungen zu 
trennen versucht. 

In der Literatur finden sich eine Reihe von Angaben dariiber, 
lal} Fett, wenn es von den Tieren verspeist wird, die Acetonurie ver- 
stirkt?), wenn auch die Resultate derartiger Beobachtungen nicht 
immer geniigend iiberzeugend sind.  Beziiglich der Acetonurie bei 
Phloridzindiabetes konnte ebenfalls festgestellt werden, dab, falls 
dem K6rper des Tieres Fett oder Buttersiure zugefiihrt wird, eine 
Verstirkung derselben eintritt [Feyes*) und Geelmuyden*)]. Auf Grund 
alles dessen, was wir iiber den Einflu8 der Fette auf die Kreatinurie 
wissen, konnte man erwarten, da bei Hunden, welche den Wirkungen 
les Hungers und des Phloridzins unterworfen wurden, eine Fiitterung 
mit Fett nur eine Verstirkung der Acetonurie, nicht aber ein ent- 
sprechendes Anschwellen der Kreatinurie hervorrufen wird. Die an- 
gestellten Versuche haben die Erwartungen bewahrheitet und noch 
cinmal gezeigt, daB eine Steigerung der Azidosis keine gesteigerte 
Kreatinausscheidung nach sich zieht, und daB also diese beiden Er- 
scheinungen nicht in einem ursiachlichen Zusammenhange stehen, 
sondern nur hiufig parallel verlaufen. 

In Tabelle III ist das Protokoll eines derartigen Versuchs an- 
yefiihrt. 

Bei diesem Versuche wurden an den ersten beiden Tagen vor der 
Fiitterung mit Fett im Mittel 0,245 g¢ Aceton tiglich ausgeschieden. 
Wahrend der Fiitterung mit Fett steigerte sich die Acetonausscheidung 
so stark, da®B taglich im Mittel 0,461 g Aceton ausgeschieden wurden. 


Die Kreatinausscheidung dagegen verstirkte sich iiberhaupt nicht 
wihrend der Fiitterung mit Schmalz, sondern nahm im Gegenteil ab. 
Diese Verringerung braucht freilich nicht von der Fettfiitterung ab- 
zuhingen, da iiberhaupt bei Hunger und Phloridzininjektion die Kreatin- 
usscheidung nach einem anfinglichen Ansteigen allmahlich abnimmt. 


1) Pjliiger und Junkersdorf,:Pfliigers Arch. 131, 201, 1909. 

*) Joslin, Journ. of med. Res. 12, 433, 1904; Allard, Arch. f. exper. 
Path. u. Pharm. 57, 1, 1907; Forssner, Skand. Arch. 238, 305, 1910. 

3) Feyes, Magyar Orvos. Arch. 1907, 8. 335; zit. nach Lusk, 1. e. 

4) Geelmuyden, }. ec. 
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Tabelle III. 


Gewicht des Hundes 6,25 kg. 





Gesamt- Gesamt- IMenge des 
Versuchss _menge des___ Kreatinin Kreatin menge des injizierten 
tage Stickstoffs Acetons Phloridzins 


s ~ 8 ~ ~ 


2,83 0,165 0,075 0,023 1,0 Hunger 
3,62 0,160 0,156 0,236 1,0 

3,85 0,150 0,236 0,255 1,0 

3,21 0,158 0,217 0,450 0 60g Schinial 
3,18 0,145 0,187 0,473 ,0 75g 


4,10 0,138 0,168 0,283 Hunger 
3,93 0,130 0,125 0,264 


Jedenfalls hat die verstirkte Ausscheidung der Kreatinkérpe: 
nicht die geringste VergréBerung der Kreatinurie hervorgerufen. [Di 
beiden Prozesse verliefen vollkommen unabhingig voneinander.  Auc! 
Underhill’) konnte keinen Zusammenhang zwischen Kreatinurie und Ph 
Azidosis bei Phloridzindiabetes feststellen, da er fand, daB die Zuful; we 
von doppeltkohlensaurem Natron die durch Phloridzininjektion her- het 
vorgerufene Kreatinausscheidung nicht beeinfluBte. 

Fir das Fehlen eines ursichlichen Zusammenhangs zwischen Ph 
Kreatinausscheidung und Azidosis sprechen auch unten folgende Ver- ru 
suche, welche zeigen, daB die Kreatinausscheidung bei Hunden von et 
sauren oder basischen Charakter ihrer Nahrung unabhingig ist. 

Wihrend des Versuchs bekam der Hund abwechselnd ein Futte: a 
welches eine sauer reagierende Asche gab (siurebildendes Futter) uni 
ein Futter, welches eine basische Asche ergab (basisches Futter). Als y 
, saurebildendes Futter‘ dienten Haferbrei und Reis, als_,,basisches k6 
Futter“ Kartoffeln und rote Riiben (Beten); [vgl. Shermann ani 
Gettler?)). 

Das Protokoll eines derartigen Versuchs ist in Tabelle 1V wieder- 
gegeben. 


Aus dem Versuch ist ersichtlich, daB der Ubergang zu siurebildendet 
Nahrung eine verstarkte Ausscheidung von Ammoniak hervorric, 
ein Anzeichen fiir die Bildung von groBen Siuremengen im Organisms 


Auf die Kreatininausscheidung hat der Charakter der Nahrung 
gar keinen EinfluB; waihrend der ganzen Versuchsdauer trat im Har 
kein Kreatin auf, unabhingig von der Art des Futters und von de 
Menge des ausgeschiedenen Ammoniaks. 


1) Underhill and Baumann, Journ. of Biol. Chem. 27, 147, 1916. 
2) Shermann and Gettler, ebendaselbst 11, 323, 1912. 
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Tabelle IV. 





Stickstoff Stickstoff Stickstoff 
des Kreatinins des Kreatins des Ammoniaks Nahrung 


g ~ 7 


0,169 0,25 Kartoffeln und 
0,180 0,20 Beten (basischer 
0,173 0,30 | Charakter des 

0,168 0,18 Futters) 


0,175 0,28 

0,164 0,46 Haferbrei 
0,182 0,62 ' und Reis 
0,165 0,54 (saures Futter) 
0.176 0,70 

0,170 0,42 Kartoffeln 


i 1,25 
0,160 0,25 und Beten 


0,182 0,18 

Alle hier angefiihrten Versuche ergeben also, daB: 

1. falls Hunde, welche den Wirkungen des Hungers und des 
Phloridzins unterworfen sind, mit geringen Mengen Eiweif gefiittert 
werden, dieses wohl ein Abflauen der Ausscheidung von Acetonkérpern 
hervorruft, auf die Kreatinausscheidung aber wirkungslos bleibt: 

2. Fett bei Hunden, welche hungern und den Wirkungen des 
Phloridzins ausgesetzt sind, eine Verstarkung der Acetonurie hervor- 
ruft, wobei die Kreatinausscheidung nicht anwiachst, sondern sogar 
etwas schwiicher werden kann; 

3. dersaure oder basische Charakter der Nahrung auf die Kreatinin- 
ausscheidung ohne Einflu8 ist, und 

4. allem Anscheine nach die Kreatinausscheidung von der Azidosis 


unabhangig ist, soweit sich dieselbe in der Ausscheidung von Aceton- 


kérpern im Harn duBert. 








Die Elektrolytaufnahme durch die Pflanze. 


I. Mitteilung. 


Die Resorption yon Mineralstoffen durch die Wurzein. 


Von 
Silvestr Prat. 
(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der Tschechischen Universit 
in Prag.) 


(Eingegangen am 14. Januar 1923.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Methode der elektrischen Leitfahigkeit zur Bestimmung de: 
kleinen Unterschiede in der Salzkonzentration hat in der Physiologic 
bisher nur wenig Aufmerksamkeit gefunden. Trotzdem diese einfach 
Methode die einzig mégliche ist, welche kontinuierliche Beobachtunye 
iiber die Veranderungen der Salzkonzentration der Nahrlésung auc! 
wahrend des Wachstums der Pflanze zulaBt, wurden ihre Vorteil 
bisher gar nicht ausgeniitzt. Eine Reihe von Arbeiten von S///es 
Jorgensen, Kidd, Brooks untersucht mit der Leitfaihigkeitsmethode di 
Permeabilitat und Exosmose verschiedener pflanzlicher Gewe!» 
Erst Ruttner hat aber mit sehr schénem Erfolg die Methode der elektr 
schen Leitfaihigkeit bei dem Studium der Assimilation der Wasse: 
pflanzen angewendet. Ich kann nach meinen Versuchen seine Resultat: 
bestatigen. Sehr vorteilhaft erwies sich diese Methode auch bei /: 
stimmung der Resorptionstatigkeit der Wurzeln in Wasserkulture: 


I, Methodisches. 


Die 24 oder 48 Stunden im Wasser aufgequollenen Samen wuri: 
orientiert in die Sagespiane eingepflanzt, nach 4 bis 8 Tagen abgespiilt 
im Leitungswasser kultiviert. Nach der Auswahl der gleichmaBig en: 
wickelten, gesunden Pflanzchen wurden dieselben mit betreffender Nalu 
lésung abgespiilt und in die Versuchsglaser tibergetragen. Wenn in ei 
Gefa8 mehrere Pflanzen kultiviert wurden, saBen sie in den Léchern eine: 
Papierscheibe oder eines Zinkbleches, das mit einer Schicht von Parati 
iiberzogen war. Bei den Versuchen mit 6fteren Leitfihigkeitsmessune™ 
wurden besondere Glaszylinder mit angeschmolzenem engen, graduiert:: 
seitlichen Tubus, der fiir Messung der Transpiration diente, verwend«' 
Der geschwarzte Glaszylinder enthielt die Pflanzenwurzeln, und in 





ung «dk 
ysiologic 
einfache 
htungen 
ng auch 
Vorteil 
n Stiles 
10de dis 
Gewe! 
-elektr 
Wasser 
esultat: 
bei bi 
ulture: 


wurde! 
riilt 
Big ent 
r Nahr 
n eine! 
rm eine! 
Parafi 
Sssun Le! 
luiert 
wendet 
in 


S. Prat: Elektrolytaufnahme durch die Pflanze. 367 


waren auch die konstant untergetauchten WiderstandsgefaBe-Glocken- und 
Pipettenelektroden (Ostwald-Luther, S. 469, Abb. 329, 330 mit Thermo- 
meter). 
Die Einzelpflanzen wurden in kleinen Eprouvetten mit 8 bis 10 cem 
Wasser kultiviert. Diese wurden mit Gutapercha oder paraffiniertem Kork 
yeschlossen, und durch ein Loch in diesem tauchten die Wurzeln in die Fliissig- 
keit. Die Blechstative ermdglichten die Verdunkelung der Wurzeln. Tran- 
spiriertes, d. h. aufgesaugtes Wasser wurde nach dem Zeichen an der Eprou- 
vette und durch die Biirette gemessen. 

Die Nahrlésungen wurden durch Verdiinnen und Mischen der 5- oder 
l\0proz. Vorratslésungen bereitet. Als Stammlosung diente die Knopsche 
Nahrlésung von 1,5°/5, Gesamtsalzgehalt und elektrischer Leitfahigkeit 
gleich etwa dem m/90 KCl (x = 0,00140 — 0,00150 bei 16°C). 4 cem 
20proz. Ca (NO3),, 4cem 5proz. KH,PO,, 2cem 10proz. KNO;, 2 cem 
10proz. MgSO, und 1 cem 10proz. KCl mit Wasser auf 1 Liter aufgefiillt. 

Alle anderen Lésungen wurden volumnormal hergestellt, eventuell 
verdiinnt. 

Samtliches in den Versuchen angewandtes Glas wurde mit Salzsaiure 
gewaschen, dann mit Soda und destilliertem Wasser ausgekocht bzw. 
ausgedampft. 

Die Messung der Leitfaihigkeit wurde mit Hilfe der Hartmann-Braun- 
schen Walzenbriicke, die nach der Kalibration mit dem Rheostat von 
European Weston Elektrical Instrument Co. Berlin Nr. E. 5784 ganz genau 
war, durchgefiihrt. Als Widerstandsgefa8 diente der Typus von Arrhenius 
(Ostwald-Luther, 8. 467, Abb. 320) m& Thermometer. Der elektrische 
Thermostat gestattete die Vorwairmung einer Reihe von Eprouvetten, in 
welche die Nahrlésungen von den KulturgeféBen tibergegossen wurden. 

Die in den Tabellen angefiihrten Werte sind immer Durchschnitts- 
werte von mehreren (5—8-—10) Messungen. Alle Resultate sind prozentuell 
umgerechnet, und zwar wurde immer die Anfangskonzentration der Nahr- 
léisung als 100° angenommen. Die Werte fiir * in den Tabellen sind mit 
10° multipliziert. 

Die individuellen Unterschiede einzelner Pflanzen waren manchmal 
minimal, oft aber ziemlich groB, und lieBen sich nur durch Messung groBerer 
Anzahl von Pflanzen und Wiederholen der Versuche ausschalten., 


Alle untersuchten Pflanzen wuchsen auch in der beschrankten Menge 
der Nahrlésung ganz gut, wie der Zuwachs der Trockensubstanz beweist. 
Frisches Gewicht wurde immer nach dem Entfernen der Pflanzen von der 
Nahrlésung und Abtropfen der Wurzeln am Filtrierpapier, Trockensubstanz 
nach Trocknen bei 70 bis 90° bestimmt. 


II. Experimentelles. 


A. Verainderungen der Konzentration der Nahrlésung wahrend des 
Wachstums der Pflanze. 


Beim Messen der elektrischen Leitfahigkeit der Nahrlésung, in 
der Keimlinge von Pisum oder von Zea wuchsen, wurde trotz der 
Transpiration, also Abnahme des Volumens der Lésung, stets eine 
Abnahme der Leitfaihigkeit, also Verdiinnung durch Adsorption durch 
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die Pflanze beobachtet. Bei konstanter Beleuchtung, konstaite wel 
Temperatur und gleichmaBiger Transpiration verlief diese Verdiinn ing dat 
auch ganz gleichmabig ohne Schwankungen. L feu 
der 
Zea Mais. hes 
Alter der Pflanzen 9 Tage. 7. XII. 10 Uhr, 15 Pflanzen in 180 cem Kiop We 
verdiinnt 1:1. Konstante Beleuchtung Osram, 200 Watt, 60 cm entfernt, vol 
Wurzeln im Dunkel. be 
iy » .& es 
6 | cs] $4 2s ss | - 1 
: 2% of oo | = | Tem: | beil7,! 
Datum E zs & § sf Blatter = E Pasretl abe , 
F Ee jet ‘5 = 00 rechnet) op Alt 
li 
% 0 065 =| 100 
‘ig — 065 100 
7. int 064, | 99 
7. a” 063, | 98 
7. 063, 98 atum 
1. 062, | 97 
. 062, | 97 
Z, 062, | 97 
8. ™ 061, | 95 y. Ul 
8. $3 059, | 92 , 
8. . obs 058; | 90 ocke 
8. Sec 057, | 89 pucht 
8. nee 056 | 86,5 i. Ul 
As 053 | 82 i ocke 
— 053 | 82 cht 
052, | 81 
052, | 8 
052, 81 a 
049, | 77 
049, | 76 el 
046, | 71 
045, | 70,5 = 
044, | 69 | - 
043, | 67,5 
| 042 65 
040, 62 
039, | 61 | - 
038 685. - ; 19. 
037 «57 am 
035 - ' 
034, 
033, 26, 
032, : : 
032 
8—12 2 5 | 031, 
B. EinfluB der Transpiration. gi 
Versuche mit Pisum, Zea, Pharbitis. Eine Serie der Pflanzen stand lic 
unter einem groBen Trichter, durch den Luft durchgesaugt wurde. de 
Dadurch war die Transpiration sehr beschleunigt. Die Luft wurde ti 








nstaitey 
liimn ing 


n Kiop 
entfernt, 


| stand 
wurde. 
wurde 
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weiter durch eine Flasche mit Wasser und feuchtem Filtrierpapier, 
dann durch eine Glocke, in der die zweite Serie der Pflanzen in absolut 
feuchter Luft stand, durchgesaugt. Die Resoprtion der Salze ist von 
der Menge des aufgenommenen Wassers weitgehend unabhingig, nicht 
bestimmt von der Transpiration, d.h.: auch bei sehr beschrinkter 
Wasseraufnahme kénnen die Pflanzenwurzeln notwendige Mengen 
von den Nahrsalzen aufnehmen. Starker Transpirationsstrom kann 
aber die Salzaufnahme beschleunigen, es wird etwas mehr Elektrofyt 
resorbiert, als bei niedriger Transpiration. 


Pisum sativum. 


\lter der Pflanzen 9Tage. 7. VI. 16Uhr. Eprouvetten 9 cem, Knop ver- 
liinnt 1:1. 10 Pflanzen in trockener, 10 in feuchter Atmosphire. Jede 
Messung Durchschnitt von 5 Eprouvetten. 





' 4. ID. 


Frisches Gewicht Trockengewicht 


Blatt 


e 
spiration 


Blatt 


Stunden in 

der Lésung 
zwei 

Kotyled. 

1 Pflanze 
obne 

Kotyled. 

1 Pflanze 
ohne 
Kotyled. 


= 2 100 — 089 100.100 
510) —-|.——.|-— |= —j|— ag ee ee 8 pe 
— 0,30 0,48 0,32 0,780 0,019 0,045 0,049 0,064 530 29 042 


| © 
— 
S 


34 38,1 


4 
— 0,30 0,44 0,30 0,74 0,019 0,043 0,047 0,062 515 11 049 55 5011,0 


239|) — | — an en ase Rig 


— 0,27 0,63 0,22 0,90 0,018 0,060 0,026 0,078 650 40 038 43 26 838 


9,39 0,73 0,28 1,12 0,021 0,058 0,027 0,079 660 14,5 032 36 30 


Pharbitis hispida. 
\lter der Pflanzen 10 Tage. 19. If. 10 Uhr. Eprouvetten 9 cem, Kno; 
erdiinnt 1: 1. 20 Pflanzen in trockener, 20 in feuchter Atmosphire. Jed 
Messung Durchschnitt von 8 Eprouvetten. 





Trans 
spiration 


Datum 


Stunden in 
der Lésung 
Frisches 
Gewicht 
Trocken 
substanz 


te 8 


0,23 0,019 100 — 087 100 — 


0,37 0,024 126 3 049 3 | 38 20 


trocken 
0,37 0,022 116 047 51 2,4 


feucht . 
26 BE. - — -- o 

trocken 0.39 0,029 153 5S$ 045 5% 32 2.3 

feucht. . 0.31 0.022 116 038 4 40 19 


| | &| 


— 
-I 
w 


Bei allen Versuchen sind in den Tabellen die Werte x ohne Zu- 
giefen des transpirierten Wassers und % nach Auffiillen auf das urspriing- 
liche Fliissigkeitsvolumen (gemessen oder berechnet) angegeben. Bei 
der graphischen Darstellung sind die Werte fiir x mit punktierter, die 
fir x mit voller Linie gezeichnet. 


9.4 
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In Modellversuchen wurde die Transpiration und Salzaufna.\)), 
des Filtrierpapiers untersucht. Der Versuch wurde in derselben \\ «ix 
wie die mit den Pflanzen angestellt, statt der Pflanzen wurden ||), 
in Knopsche Niahrlosung Streifen von Filtrierpapier ,,eingepflar 
Das Wasser verdunstete schnell, aber die Leitfahigkeit blieb wn ye. 
andert, d.h. die Papierstreifen adsorbierten die Lésung in un 
iinderter Konzentration, die Salze resorbierten sie in der Menge 
dem Volumen des austranspirierten Wassers entsprach. Wenn 
selben Papierstreifen zum zweitenmal fiir einen solchen Versuch 
wendet wurden, adsorbierten sie weniger Salz als dem Transpiration. 
wasser entsprach, weil sie schon mehr oder weniger gesittigt ware: 
die Lésung wurde dann bei der _,,Transpiration’ konzentrierter 
elektrische Leitfahigkeit nahm zu. 


C. Resorption und Wachstum. 

In allen Versuchen wurde enge Beziehung zwischen Intensiti: 
der Resorption, Schnelligkeit der Leitfahigkeitsabnahme und Schnelliy 
keit des Wachstums beobachtet. Auf diesen Zusammenhang werde ic! 
noch spiter zuriickkommen. 


Zea Mais. 
Alter der Pflanzen 11 Tage. Wurzel 7 cm, Plumula 14% em. 15. V. 14 U! 
Eprouvetten 9ccem. Knop verdiinnt 1: 1. 20 Pflanzen im kalten Glashiaw- 
(7 = 15 bis 16°), 20 im warmen (20°). 





Trockensubstanz 


Tran- 
= spiration 


Datum 
Wurzel Blatt Samen 


Stunden in 
der Lésung 
1 Pflanze 
ohne 
Kotyled. 


SS ae _ —_ _ ‘ 100 092 
19. V. . e ape rao om ee ws 
kalt 0,007 0,034 | 0,100 | 0.0 270 «615 | 052 
warm 0,011 0,05 | 0,085 0,061 410 18 | 038 
ie eee ae lt Meter a7 — te 
kalt — 0,010 | 0,036 | 0,102 0, 310 30 039 
warm 0,012 0,063 | 0,039 | 0, 500 | 28 | 029; 31 
mY, . _ re 
kalt 0,010 0,046 — 056 370 57 | 039 32 
warm - 0,016 | 0,084 — 660 | 51 021 23 
a sie a ces ram 
kalt 0,011 | 0,047 0,101 390 68 037 40 4.5 
warm 0,015 | 0,062 0,010 0,077 510 65 O12 13 54 


| 


Wenn die Pflanzen nach eingestelltem Wachstum wieder zu wach-' 
anfangen, kann man Ansteigen der Resorption sehen. Dieselben \«1- 
haltnisse kann man auch bei wiederholtem Erneuern der Nahrl6suny 
(immer nach 24, nach 48 Stunden) beobachten. Die Ergebnisse stimm'«: 
bei Pharbitis und Zea. 
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afna 
nV Zea Mais. 
len a) \iter der Pflanzen 10 Tage. 4. XI. 16 Uhr. Eprouvetten 9 cem. Knop ver- 
Mflany) dinnt 1:1. Z = 13 bis 15°. Jede Messung Durchschnitt von 10 Pflanzen. 
yw = 
Trockensubstanz § 
unver- et 
= 
. Datum S : He 
nge, cy £'2 Wurzel| Blatt Samen = 


“nn 


ich 
«a 


ee So 0,0045 |0,0085/ 0,234. 100) — 070 100 100 
ware! 8 XI. .| 90 0.007 [0.017 0235 160/11 046 66 ~~ 82 
0. xe. 138 0,007 (0,019 0,217) 173 | 13 037 53 41 
12. XI. .) 186 0,007 (0,023 | 0,199 200 165 032 46 39 
14. XI. .)| 234 0,007 0,024 | 0,204 206 17 029 41 30 
16,XI. .| 282 |0,008 (0,029 | 0.228 246 | 17 027 39 29 
18. XI. .| 330 0,009 (0,026 | 0,203 || 246 21 025 36 29 
t XI. . 378 |0,006 0,030 0,209 240 25 024 34 26 
itensitat 
shnelliv é) Eine Serie der Pflanzen wurde am 16. XI. in ein warmes Glashaus (7' — 


erde ic! bis 20°) iibergetragen: 


I8. XI. . 330 0,007 (0,032 | 0,183 260 , 20 024 34 27 
2”. XI. . 378 0,006 0,036 0,186 280 | 22 021 30 16 


14 U} 
Hashaus Bei zwei Serien desselben Versuches wurde die Lésung immer 
nach 48 bzw. 96 Std. gewechselt. Die Serie y wurde dann am 


l6. XI. gleichzeitig mit ¢ ins warme Glashaus iibergetragen. 





6 =I 

—~Si. 

$2 2s 

Datum || 93'S ee K 

a. 2 

As 
las XI. — — 070 100) 100 070 100 
84 CG: XI. 96 11/049! 70} 63) — | —| — 
_ eof 2 068 93 92 044 63 5 
oo XI. 48, 3 068] 93 91 —  — 
sid XI. 48 1 068 93 93.060 82 
21 47 FE 16. XT. 48-1 070 96 96.070 96 96100} 
ee XI. 48 3 073/100) 97.067 92 90 


XI. 48 071, 79 95.062 85 82 


w 


13 4.5 
4,5 54 , ‘ as 
Auch wenn nur ein kleinerer Teil 
vachsei 


en Ver : j 2 

a die resorbierende Fliche also bedeutend ee a ee ern ee eee et ee 
rlésung a 90 738 136 234 282 330 378 
verkleinert wurde, verliuft die Resorp- Abb.1. Zea Mais in Knopscher Nihrlésuny 
. 1:1 verdiinnt. In einer Nahrlésung und beim 
tion normal. Wechseln der Lésung nach immer 48 Stunden 


| 
der Wurzeln in der Nahrlésung taucht, | Kt 
L 


immte! 
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Zea Mais. Alter der Pflanzen 8 Tage. 25. XI. 16 Uhr. Pflanzen im ¢ 


Eprouvetten, von der Wurzellinge taucht aber nur 1% bis 1 cem in 
Nahrlésung. 7’ = 16 bis 19°. Knop verdiinnt 1: 1. 





Trockensubstanz 


Neben: 


wurzeln 


ganzen 
= Wurzellange 
unter 
getaucht nur 


Datum 


Von der 


der Lésung 
Tran 
spiration 
= 


Stunden in 


a 


6 XLS —| —| — | — | — 
_ XI 44 -—- — 
28. XI. 65 0,006 .0,0120,127 139 
.XITL. 142 0,010 0,040 0,115 | 385 
.XIT. 186 0,010 .0,054.0,090 490 


—_ 
~ 
~~ 


—_— — 970 100 100 


_ 45 062 89 84 87 
Nur oberhalb = 2 a . nd 
der Losung ‘ 052 74 69 124 


Kurz 11 | 025; 36: 31: 7) 


im wm bow 
aoc ac 


Durch Entfernung eines Keimblattes bei Pisum oder des ganze 
Kndosperms bei Zea wird die Resorption der Salze von der Nahrlésuny 
sehr wenig beeinfluBt. 


Pisum sativum. Alter der Pflanzen 8 Tage. 17. IIT. 11 Uhr. 9cem Kno 
unverdiinnt. 8 Pflanzen normal, 8 Pflanzen mit nur einem Kotyledon 





Trans 
Spiration 


Stunden in 


) 
Datum der Losung 


10 


te) Sao ae 100 160 
3. ITI. . 


2 Kotyledonen , 300 14 146 91 

1 Kotyledon .. 300 14 146 91 
S00 Sa eee ee -- - 160 ~=—-100 
oo eS — — _ — 
2 Kotyledonen . 610 39 149 93 

1 Kotyledon .. — 460 34.5 157 98 


Zea Mais. Alter der Pflanzen 12 Tage. 3. V. 11 Uhr. 10cem Knop 

diinnt 1:1. 10 Pflanzen normal, 10 Pflanzen ohne Endosperm. | 

Pflanzen ohne Endosperm wuchsen bedeutend weniger (am Ende des Ve 
suches beinahe um die Halfte kleiner). 





Tran: 


Stunden in spiration 
aa 


Datum der Losung 


bo 


Sab Far et be a — — 
is ae ae 7 — 
Normal ... 26 
Ohne Endosp. 8 


Normal ... 37 

Ohne Endosp. 
~ Sy 

Normal ... 

Ohne Endosp. 
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Vorlaufig ist es noch nicht méglich, die Versuche, in denen die 
Pflanzen mit ungleicher Schnelligkeit wachsen, in absoluten Einheiten 
mu vergleichen. Die Resorptionsquotienten erméglichen die relative 
Vergleichung einzelner Serien der Versuche. Die anfingliche Trocken- 
substanz (ohne Keimblitter und Endosperm) wurde mit 100 bezeichnet 
ind weitere Zahlen danach berechnet. Wenn man dann diese Werte 

s—durch ebenfalls prozentuelle Abnahme der Konzentration 


S$ 


100 — x) dividiert, bekommt man den Resorptionsquotient ¢ 


100 100. 
84 Bemerkenswert sind die Versuche in verschieden konzentrierten 
69 Nihrlésungen, in welchen man sehr gut die prozentuelle Erhéhung 
31 7) fe cer Resorption in verdiinnten Losungen, aber auch Parallelitat der 

Resorption in verschiedenen Lésungen bei gleichem Wachstum (bis 
} ganze zur Erschépfung der Lésung in niedrigster Konzentration) sehen kann. 
hrldsing Die Resultate waren gleich bei Pisum Zea sowie Pharbitis. 


Pharbitis hispida. 

Alter der Pflanzen 4 Tage. 5. VII. 11 Uhr. 9eem Nahrlésung. 7 
Wurzeln im Dunkel. 

a) 20 Pflanzen Knop verdiinnt 1:3H,O ! 

b) 20 ie - a 1:1H,O !1 

ec) 20 Su - sie 3: 1 3 

20 J = os unverd. 1 


“ 
- 





K in 
Datum 


Frisches 

Gewicht 

substanz 
spiration 


162 1000 


= 
3 
2 
— 
u 
~ 
a] 


Trocken- 


c 
_ 
ao) 
is 
s 
= 
ST 


a) 1/, 

5. ie 9.016 — 046 

op \' . VIL, t yy 0.017 17 028 
] 0.023 36 «O18 
0,029 55 (O16 


mi. 1) 
des Ver 
b) ! : 

aah — O86 

0.018 18 065 

0.027 42 050 

0.031 67 052 


c) */, 
— — 128 
0,022 18 | 112 
0.027 43 103 
0,038 74 106 
d) 1 
— — 162 
0,017 13 | 153 
0.026 43 173 
0,038 81 185 
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K 
Ri 
ab 
ha 
At 
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Abb. 2. Pharbitis hispida in Knopscher Nahrlésung verschiedener Konzentration 
Zea Mais. 
Alter der Pflanzen 8 Tage. 25. XI. 16 Uhr. Eprouvetten 9 cen 
T = 16 bis 19°. Wurzeln im Dunkel. 
a) 20 Pflanzen Knop unverdiinnt. 
b) 20 a »  verdinnt1:1= \% 
oe , 
c) 20 9s - gs 7 4 
T ke = bs 7 1] 
rockensubstanz 14 


Datum 


x 


Wurzel Blatt Samen 


Stunden in 
der Lésung 


co Trans 
~ spiration 


—_ 


: ll 
a) | 14 
0,004 | 0,009 0,180 , 100 190 : 
0,005 | 0,016 | 0,161 | 162 82 74 4 
0,006 | 0,027 | 0,120 | 253 65 55 ll 
0,008 0,051 0,103 455 ¢ 60 45 14 
b) */, 
ioe “ae == ~~ 100 | 100 52 . 4 
0,005 0,015 0,148 153 69 «63 32 1] 
0,006 0,021 0,118 207 53 47 24 SE 4 
0,006 | 0,033 0,154 300 ) 40° 31 t 
ce) */19 B 
ae iis! ies — 100 100 : 
0,004 0015 0,145 146 44, 4] é M 


0,005 | 0,017 0,138 169 9 | 2) 11 FE d 
0,008 0,036 0,102 340 6) 5 
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D. Die Resorption der Chloride. 

Die Konzentration der m/100 KCl oder NaCl-Lésung andert sich 
nicht beim Wachstum der Erbsen. Die Konzentration der m/100 oder 
m/200 MgCl, und CaCl, vergréBert sich. Von den Lésungen einwertiger 
Kationen wird so viel an Salzen als der Menge des aufgenommenen 
Wassers entspricht aufgenommen, von den zweiwertigen weniger. 
Die stirkere Resorbierbarkeit der einwertigen gegen die zweiwertigen 
Kationen hat auch Stiles und Kidd bei Scheiben von Kartoffeln und 
Riiben beobachtet, und diese der Oberflachenadsorption widersprechende, 
aber mit allen Permeabilititsmessungen im Einklang stehende Tatsache 
habe ich auch fiir wachsende Wurzeln festgestellt. ; 


Pisum sativum. 
Alter der Pflanzen 5 Tage. 4. ITI. 12 Uhr. 8 ccm. 
a) Knop unverdiinnt. 
alee verdiinnt 1: 1. 
c) m/200 CaCl, 
d) m/100 KCl 
Konstante Beleuchtung Osram 200 Watt, 65 cm entfernt. 
Wurzeln im Dunkel. TJ = 16°. 





Trockensubstanz 


Datum 


2 = 
as = 
2 @ 1 
<3: & 
Sm | & 
As | 


° 
° 


a) Knop unverdiinnt. 
re — — — 100 160 
& <i 0,005 | 0,05 (0,04 | 550 118 73 
ee 0,025 0,06 0,025 850 104 65 
b) Knop verdiinnt 1: 1. 
| — _ _ 100 2 — 086 = 100 
ae 0,005 0,05 | 0,05 550 33 045 52 
Ieee se 0,017 0,06 | 0,033 770 42 036 42 
c) m/200CaCl,. 
. S| — —_ — 100 — 123-100 
| ae 0,005 0,05 0,08 550 30 126. 101 72 
ee 0,017 0,05 0,05 670 30 137s Il 78 
d) m/100 KCl. 


es | a — _- 100 — 140 100 100 
M1. UT... . . || 171 || 0,004 | 0,035 | 0,05 390 6 140 100 85 
14.111... . . 242 0,017 0,033 0,075 500 23 147 104 81 


Vorliufig habe ich in Kiirze, ohne Literaturangaben nur einige 
Beispiele von meinen Untersuchungen angefiihrt. Den Mangel der 
Methode der elektrischen Leitfahigkeit, dai man nur die Gesamtmenge 
der Elektrolyte und nicht auch Konzentrationsinderungen einzelner 
lonen bestimmen kann, mu8B man durch andere Methoden (H-Tonen 
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und andere potentiometrische Messungen, analytische Methoden) ), \«} 
zuholen versuchen. Es wurde auch immer nur von der Resor) + joy 
gesprochen und die Exosmose mu8 unberiicksichtigt bleiben, nn 
man nur die Gesamtveriinderungen der Konzentration bestim: ney 
kann. Die Versuche in destilliertem Wasser und in verdiinnteren \ (hy. 
lésungen, die vorliufig nur etwas schwankende Resultate zeigten, in 
ganzen aber nur geringen Austritt der Elektrolyte aus normalen Wur/e| 
(Pisum) beobachten lieBen, kénnen nichts tiber die Verhialtniss: jy 
normaler Nahrlésung aussagen. Was die Exosmose bzw. Abgabe yon 
organischen Stoffen bei normalem Wachstum anbelangt (Hansjven. 
Cranner), wurde in einigen Fallen ihre Menge mit Hilfe der Permanganat. 
methode (in saurer Lésung) bestimmt. Auch eine Reihe von stalagmo. 
metrischen Versuchen wurde durchgefiihrt. Die Versuche mit Pol; 
trichum, mit abgeschnittenen Zweigen (Tradescantia, Buxus) und 
Fortsetzung der angefiihrten Versuche werden spiiter mitgeteilt. 


Zusammenfassung. 

1. Die quantitative Verfolgung der Konzentrationsanderunyen 
einer Nihrlésung bei normalem Wachstum der Pflanzen unter kon- 
stanten Bedingungen mit. der Methode der elektrischen Leitfaihigkeit 
ergibt eine stetige Abnahme der Gesamtsalzkonzentration. 

2. Die Resorption der Elektrolyte ist sehr wenig von der Transpira. 
tion abhangig, wird aber bedeutend durch Intensitaét des Wachstums 
und zwar mehr durch die der oberirdischen Organe als durch die der 
Wurzeln, beeinfluBt. Dieser Zusammenhang zeigt sich bei langerem 
Wachstum in derselben Nihrlésung sowie bei wiederholtem Erneucrn 
der Lésung in kiirzeren Intervallen. 

3. Von reinen Lésungen (m/100) wird KCl und NaCl in der Meng 
entsprechend der Quantitit des aufgenommenen Wassers, MgCl, und 
CaCl, in geringerer Menge, als dem Volumen des austranspirierten 
Wassers entspricht, aufgenommen. 
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(ber die Rolle der Leber bei der Sekretinverteilung im Blute. 


Von 


K. Matsuoka (Kioto). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitit Berlin). 


(Eingegangen am 17. Januar 1923.) 


Die im K6rper bei der Funktion der Verdauungsdriisen tatigen 
Sekretine haben bekanntlich eine doppelte Quelle: Erstens entstehen 
sie wahrend der Verdauungsarbeit auf den Schleimhiuten des Magen- 
Darmtractus (Magensekretin von Hdkins, Duodenalsekretin von Bayliss 
und Starling), zweitens sind sie Bestandteile der Nahrung und be- 
finden sich in ihr teils priformiert (Spinatsekretin von Bickel und 
Kisenhardt, Molkensekretin von Eisenhardt), teils werden sie erst 
durch die Art und Weise der Zubereitung der Speisen in diesen ge- 
hildet (Hitzesekretine von Bickel und van Eweyk). In jedem Falle 
aber miissen diese Sekretine, die zweifellos vielfach chemisch ganz 
verschiedenartige Kérper darstellen, vom Verdauungskanal resorbiert 
werden und auf dem Wege iiber die Blutbahn den Driisen, auf die 
sie wirken sollen, wieder zugefiihrt werden, um deren neuro-glanduliiren 
Apparat erregen zu kénnen. Denn die Versuche am sogenannten 
.nervenlosen‘‘ Magenblindsack nach der Bickel schen Methode beweisen, 
da8 die Sekretinsubstanzen zum mindesten auch ganz peripherisch 
angreifen kénnen, um auf die Sekretion zu wirken. 

Wenn man mit Sekretinen arbeitet, macht man nun die Erfahrung, 
daB die Sekretinlésungen nach ihrer intravenésen oder subkutanen 
Injektion einen starken excitosekretorischen Effekt ausiiben, dal 
aber nach der intragastralen Einverleibung der gleichen oder noch 
gréBerer Mengen derselben Sekretinlésungen entweder der excito- 
sekretorische Effekt auf die Driisen ganz ausbleibt oder doch wesentlich 
veringer ist. Besonders auffillig ist dieses Verhalten bekanntlich 
heim Spinatsekretin; aber man kann es, wie gesagt, bei allen Sekre- 
tinen wahrnehmen. 
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Nun koénnte man bei der Erklirung dieser Erscheinung d 


denken, daB die Schleimhaut die Sekretinsubstanzen schlecht 
bierte. Man kénnte auch vermuten, daB die Sekretinsubstanzen jj) 
Verdauungskanal zum Teil zerstért wiirden, ehe sie zur Resorpiion 
kimen. Aber in beiden Fallen miiBte man sich dann doch wundery 
daB der Organismus tiberhaupt sich der Mihe unterzieht, Sekretine 
zu erzeugen, die gar nicht zur Wirkung gelangen kénnen. 

So blieb zur Erklirung des beschriebenen Phinomens eigentlic) 
nur die Annahme iibrig, daB die von der Darmwand resorbierten und 
ins Blut gelangten Sekretine bei der Organpassage mehr oder wenige: 
in K6érperorganen retiniert werden, und daB deshalb bei der intra- 
gastralen Einverleibung einer Sekretinlésung diese nicht sofort voll 
zur Wirkung auf die Driisen kommt. Wenn das zutrifft, dann liegt 
die Vermutung nahe, da Korperorgane zu Sekretindepots werden 
kénnen, aus denen Sekretin auch wieder abgegeben zu werden vermag 
um den Sekretinspiegel des Blutes auch dann auf einem bestimmten 
Niveau zu halten, wenn neues Sekretin nicht vom Verdauungskanal 
geliefert wird. 

Nach der Bickelschen Theorie des Mechanismus der Verdauungs- 
driisensekretion (1) wird namlich gefordert, daB das die neuro-glanduliren 
Driisenapparate umspilende Blut kontinuierlich die Driisenzellen zur 
Funktion reizt, daB aber der intermittierende Charakter der Titigkeit 
aller Verdauungsdriisen mit teilweiser Ausnahme der Leber durch 
nervése Interventionen zustande kommt. Besonders werden nach 
dieser Theorie auch die funktionellen Leistungen der Driisenzellen in 
der Zeit, in der kein Sekret abgeschieden wird, nimlich die Granula- 
bildung im Zelleib mit auf diese kontinuierliche Sekretinreizung be- 
zogen. Wenn nun eine solche kontinuierliche Sekretinreizung statt- 
finden soll, dann mu auch das Blut immer einen gewissen minimalet 
Sekretingehalt haben. Um diesen aber garantieren zu kénnen, mui) 
der Kérper fiir Zeiten der Not Sekretin aufgespeichert haben, das «1 
dann wieder abgeben kann. Diese Wiederabgabe aus Depots iil}: 
sich experimentell schwer direkt nachweisen. Experimentell faSbar 
ist der Gehalt der Organe an Sekretin. In der Tat hat Emsmann (2 
in salzsauren Extrakten der Leber und des Pankreas, in geringerem 
Umfange auch in solchen Extrakten der Milz, Sekretin fiir die Magen 
driisen gefunden, Hisenhardt (3) hat in salzsauren Extrakten von 
Muskelfleisch Sekretin fiir den Magen nachgewiesen, und Mironescu (4) 
fand Sekretin fiir die Darmdriisen in solchen Extrakten aus der 
Leber. Bei diesen Versuchen bleibt es aber immer noch dahingeste'l! 
ob die gefundenen Sekretinsubstanzen in den genannten Organe 
eigentiimliche Bestandteile dieser Organe selbst sind, oder ob wir es 
mit in die Organe eingewandertem Sekretin zu tun haben. Denn es 
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kénnten ja auch andere Organe als der Magen-Darmtractus von sich 
aus Sekretinlieferanten sein. Um die Frage zu entscheiden, ob ein 
Organ zugefiihrtes Sekretin zuriickhalten kann, bedarf es neuer Ver- 
suche nach anderer Anordnung. 

Gesetzt den Fall, wir hatten nun den Nachweis gefiihrt, dab die 
Leber aus dem Verdauungskanal empfangenes Sekretin zuriickhiilt, 
dann kénnte wohl auch indirekt nach besonderen Methoden der 
Wahrscheinlichkeitsbeweis erbracht werden, daB die Leber das auf- 
gespeicherte Sekretin wieder abzugeben vermag. Natiirlich kann dann 
auBerdem die Leber genau wie irgend ein anderes Organ noch Sekretin 
von sich aus produzieren und abgeben. 

Kemal Djenab (5) hat bereits gezeigt, dafs Duodenalsekretin nach 
seiner Injektion in die Pfortader eine geringere Pankreassaftsekretion 
macht, als — natiirlich unter Anwendung der gleichen Mengen 
nach der Injektion in die Beinvene. Gleiches zeigte er fiir das 
Spinatsekretin. Dieses Versuchsergebnis spricht durchaus fiir die 
Annahme der Sekretinretention von seiten der Leber. Auch die 
Injektion einer Sekretinsubstanz in die Arteria femoralis dimpft ihre 
sekretorische Wirkung. So scheint auch der Muskel Sekretin zuriick- 
halten zu kénnen. 

Indessen war bei dieser Versuchsanordnung doch noch nicht der 
direkte Beweis dafiir erbracht, daB die Leber oder der Muskel das 
Sekretin wirklich zuriickhalten. Es kénnte ja auch teilweise in diesen 
Organen zerstért werden. Die Entscheidung dariiber kann nur der 
Anreicherungsversuch bzw. der Ausschiittungsversuch bringen. 

Ferner war es bei der Versuchsanordnung von Kemal Djenab 
noch zweifelhaft, wie weit die Leberzellen selbst ohne Mitwirkung 
von Blutbestandteilen an der hypothetischen Sekretinverankerung 
baw. -zerstérung beteiligt waren. 

Ferner war es bei der Wichtigkeit, die diese ganze Sache fiir die 
Theorie des Sekretionsmechanismus hat, auch wiinschenswert, die 
Versuche von Kemal Djenab noch einmal mit einer anderen Methode 
zu kontrollieren und dabei zugleich die Frage zu untersuchen, ob 
Sekretinsubstanzen verschiedener Provenienz sich gleichmabig der 
Leber gegeniiber verhalten, oder ob die einen die Leber einfach 
passieren, waihrend die anderen von ihr zuriickgehalten oder in ihr 
zerstort werden. 

Aus diesen Griinden habe ich Versuche derart angestellt, daB ich 
verschiedene Sekretinlésungen, nimlich Histamin (wahrscheinlich nach 
van Eweyk und Tennenbaum wesentlicher Bestandteil der Hitze- 
sekretine), ferner Spinatsekretin und endlich Duodenalsekretin durch 
iiberlebende Lebern von Kaninchen im Wohlgemuthschen Durch- 
blutungsapparat schickte unter Verwendung Ringerscher Fliissig- 
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keit, nachdem die Lebern mit letzterer bis zur Blutfreiheit durchs; j\| 
worden waren. Gleiche Mengen der jeweiligen Sekretinlésung wu: | 
auf ihren excitosekretorischen Kffekt am Magenfistelhunde nach 
subkutanen Injektion gepriift, und zwar die eine Portion direkt, | 
andere Portion aber erst nach fiinfmaliger Leberpassage. Nur 
dem Histamin wurde als Testobjekt der ausgeschnittene und 
Ktingerlésung suspendierte Meerschweinchenuterus genommen und 
Wirkung auf seine glatte Muskulatur untersucht. 

Das Ergebnis meiner Versuche war folgendes. Histamin passiert: 


die Leber, ohne da seine Lésung in nennenswerter Weise in ihre: 


hiologischen Wirkung auf den Meerschweinchenuterus verandert wu: 

Die Spinatsekretinlésung dagegen wurde durch die Leberpassiiy: 
wesentlich in ihrer Sekretionswirkung abgeschwicht. 

Die Duodenalsekretinlésung endlich wurde zum gr6Bten Teil; 
durch die Leberpassage ihrer excitosekretorischen Wirksamkeit berau!) 

Aus alledem muB der SchluB gezogen werden: 

1. daB die Sekretinsubstanzen von der Leber retiniert oder \: 
nichtet werden kénnen, 

2. daB diese Wirkung der Leber auf die verschiedenen Sekretin 
substanzen eine selektive ist. 

Meine Versuche bestitigten zugleich auch die hierher gehérige: 
Beobachtungen von Kemal Djenab iiber das Spinatsekretin und ca- 
Duodenalsekretin in vollem Umfange. 


Versuche. 

1. Versuche mit Histamin. 10mg Histaminchlorhydrat wurden 
in 2 Liter Ringerlésung gelést, von dieser Lésung eine Probe von 
etwa 50cem zuriickbehalten, wihrend der Rest im Wohlgemuthsche 
Apparat durch eine Kaninchenleber gespiilt wurde. Die Durchspiiluny 
wurde mit derselben Fliissigkeit viermal wiederholt. Danach wuri: 
mit wenig Essigsiure schwach angesiuert, die Lésung aufgekocht 
von dem geringfiigigen EiweiBniederschlag abfiltriert und so weit ei: 
geengt, daB das urspriingliche Volumen wieder erreicht war. Vor 
dieser Fliissigkeit wurde nun gleichfalls eine Probe entnommen. Di 
Priifung auf den Gehalt an Histamin geschah bei beiden Lésungen 
am itiberlebenden Meerschweinchenuterus nach dem Vorgange vor 
Guggenheim und Léffler, deren Resultate durch meine Versuche be. 
stiitigt wurden. Von einer Priifung am Magenfistelhund wurde deshal! 
abgesehen, weil die Wirkung des Histamins auf die Sekretion nicl): 
mit derselben Leichtigkeit zu demonstrieren ist, wie seine Wirkun: 
auf die glatten Muskeln, wenn auch die erstere durch die Versuche 
von Popielski, van Eweyk und Tennenbaum sichergestellt ist. |- 
kommt ferner dazu, daB bei der hohen Toxicitat des Histamins bei 
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ein ¢ Prifung am Magenfistelhund immerhin eine erhebliche Gefiahr- 
dung des kostbaren Versuchstieres nicht zu vermeiden ist. Die beiden 
Lésungen, von denen die erste mit A, die zweite, welche die Kaninchen- 
leber passiert hatte, mit B bezeichnet ist, wurden in gleicher Weise 
nach der bei Fermentversuchen iiblichen Methode verdiinnt. Es ent- 
standen so von jeder Lésung zehn Verdiinnungen: Al, A2 usw., B 1, 
32 usw., wobei jede folgende Verdiinnung immer nur halb so kon- 
yeniriert war, wie die vorhergehende. Es stellte sich heraus, dab 
das Histamin von der Leber so gut wie gar nicht zuriickgehalten 
wurde, indem nimlich gleich schwache Verdiinnungen der beiden 
Losungen A und B ungefihr den gleichen Effekt am Meerschweinchen- 
uterus zeigten. 


2. Versuche mit Spinatsekretin. 3kg frischer Spinat wurden mit 
2 Liter 20 proz. Schwefelsiure auf dem Wasserbad 6 Stunden hydro- 
lysiert, dann wurde die Masse filtriert, der Riickstand einmal mit 
Wasser ausgewaschen, das Waschwasser mit dem Filtrat vereinigt und 
etwas eingedampft. Durch Titration mit Normalnatronlauge unter 
Verwendung von Methylorange wurde die Aziditat der Lésung fest- 
gestellt und daraus die zur Neutralisation erforderliche Menge von 
Atzbaryt berechnet, welche, feinstgepulvert, allmaihlich in die siedende 
Lisung eingetragen wurde. Von dem entstandenen Bariumsulfat 
wurde abfiltriert, das Filtrat so eingeengt, daB 10 ccm 20g frischem 
Spinat entsprachen, und schlieBlich wurde mit wenigen Tropfen Soda- 
lisung eine gegen Lackmus neutrale Reaktion hergestellt. Von diese: 
Lisung wurden 40ccm mit 2 Liter Ringerlésung verdiinnt und durch 
die tiberlebende Kaninchenleber im Wohlgemuthschen Apparat ge- 
trieben. Nach fiinfmaliger Durchstrémung wurde die Lésung ent- 
eiweiBt und auf das urspriingliche Volumen von 20ccm eingeengt. 
Das Verhalten im Sekretionsversuch ergibt sich aus den nachstehenden 
Protokollen; die urspriingliche Spinatlésung ist in ihnen als Kontroll- 
lisung bezeichnet. 





Zeit in halben Magensaftmenge Kongo: Zeit inhalben Magensaftmenge Kongo- 
Stunden ccm reaktion Stunden ccm reaktion 


a) Hund A (Magenfistelbund). 
ao 0 9, 0.2 , 
" — 0 sehr schwac 
. Injektion von 3.0ceem Spinat- 10. Injektion von 3,0cem Spinat- 
lésung, welche die Leber pas- losung, Kontroll6sung, nicht 
siert hatte. leberdurchblutet. 
Schleim 0 11. 2.0 0 
me 0 12. 4.5 + 
5,5 0 3. 7.3 
3,0 t 14. 4.6 
15 2,0 
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Zeit in halben Magensaftmenge Kongo |Zeitinhalben Magensaftmenge y 
Stunden ccm reaktion Stunden ccm t halbs 


b) Hund A (Magenfistelhund). 


Schleim, wenig| * 0 8. 
. Injektion von 3,0 cem Spinat- 9. — 
lésung, welche die Leber pas- 10. Injektion von 3,0cem Spinat 
siert hatte. losung (Kontrolle). 
- Ak. 1,0 0 
2,0 12. 2,0 
3,5 +. 13. 8,7 
45 14. 3,4 
1.0 15. 3,0 
c) Hund A (Magenfistelhund). 
' — a 8. | — das 
2. Injektion von 3,0 cem Spinat- 9. Injektion von 3,0 cem Spinat Hu 
losung, welche die Leber pas- losung (Kontrolle). | 
siert hatte. 10. 2.5 0) mu 
0,5 0 11. i, mit 
5,2 + 12. é 
42 j 13. 5. | | den 
1,2 - 14. 2, | Los 
0,6 + ent: 
d) Hund A (Magenfistelhund). bez 
Schleim 0 ie | Schleim | 0 unc 
sehr gering 8. Injektion von 2,0 ccm Spinat wir 
. Injektion von 2,0cem Spinat- lésung (Kontrolle). Au 
lésung, welche die Leber pas- 9, 0 ze 
siert hatten. 10. 25 wie 
nur Schleim 0 11. : -: ver 
0,5 0 12. tae 
Schleim 0 13. 
” 0 halb 


e) Hund A (Magenfistelhund). 
0,5 4 Be 0,1 
: 0,2 + 9. Injektion von 2,0 cem Spinat 
3. Injektion von 2,0 ccm Spinat- lésung (Kontrolle). 
lésung, welche die Leber pas- 10. 0,3 
siert hatte. 11, 2,0 
0,2 + 12. 5,5 
0,8 |. 13. 17 
12 - 14. 2,0 
05 . 





f) Hund B (Magenfistelhund). 
1,0 — 8. 3,0 | 0 
: 0,: —_ 9. Injektion von 3,0 cem Spinat- 
3. Injektion von 3,0 cem Spinat- lésung (Kontrolle). 
losung, welche die Leber pas- 10. 2,0 0 
siert hatte. : 7,5 = 
20 0 : 14,5 
4,0 4 7,0 
3,5 - . 3,0 
5,0 - 
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Zeit in Magensaftmenge | Kongos | Zeitinhalben| Magensaftmenge Kongo 
halbcn Stunden com | reaktion Stunden com reaktion 


g) Hund C (Pawlowscher Blindsackhund). 


0.0 0 8. 1,0 
0,0 0 9. Injektion von 2,0ccm Spinat- 
3. Injektion von 2,0cem Spinat- lésung (Kontrolle). 

lésung, welche die Leber pas- 10. 15 

siert hatte. 11. 0 
0,5 + 12. 
0.5 13. 
1,5 t 14. 
1 t 





3. Versuche mit Duodenalsekretin. Zur Verwendung gelangten 

das Duodenum und der oberste Teil des Jejunums von frisch getéteten 

da Hunden. Die sauber gespiilte Schleimhaut wurde mitsamt der Sub- 

0 mucosa abgekratzt und nach der Vorschrift von Bayliss und Starling 

mit der doppelten Menge 0,4 proz. Salzsiiure kurz aufgekocht. Nach 

dem Neutralisieren und Einengen resultierte eine leicht gelbliche 

Lisung, von welcher leem 2g der frischen Duodenalschleimhaut 

entsprach. Von dieser Lésung, welche nachstehend als Kontrollésung 

bezeichnet wird, wurden 20ccm mit 1 Liter Ringerlésung versetzt 

0 und die Mischung in der gleichen Weise, wie beschrieben, der Ein- 

pinat wirkung der tiberlebenden Kaninchenleber mehrfach ausgesetzt. Die 

Aufarbeitung der durchstrémten Fliissigkeit erfolgte gleichfalls so, 

wie es beim Spinatsekretin angegeben ist. Das Verhalten im Sekretions- 
versuch ergibt sich aus den nachstehenden Protokollen. 


0 





Zeit in Magensaftmenge Kongos Zeit in halben| Magensaftmenge Kongos 
halben Stunden ccm reaktion Stunden ccm reaktion 


a) Hund A (Magenfistelhund). 
’ 1, - 0 nm 3,5 t 
nat 2. Injektion von 1°/, cem Duode- 8. Injektion von 1°/, cem Duode- 
nalsekretin, welches die Leber nalsekretin (Kontrolle). 
passiert hatte. 9. 3,5 ! 
Schleim wenig 0 10. 5,5 
2,5 t 11. 11,0 
6,0 ' 12. 7,5 
4.0 13. 4,0 


b) Hund B (Magenfistelhund). 
F 3,0 9. Schleim 0 
) . 0.5 + 10. _— — 
inat- § Schleim 0 11. Injektion von !°/,;cem Duo- 
. Injektion von 1°/, cem Duode- denalsekretin (Kontrolle). 
) nalsekretin, welches die Leber 12. 3,0 +- 
: passiert hatte. 13. 14.0 + 
Schleim 0 14. 7,5 t 
: 0 15. 15 
0,3 + 16. 1.0 0 
0,2 





DTH 
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Zeit in halben Magensaftmenge Kongo: Zeit inhalben Magensaftmenge 
Stunden ccm reaktion Stunden com 


c) Hund B (Magenfistelhund). 


a 1,0 ; 8. 0,8 

2. — 0 9. — 

3. Injektion von !°/, cem Duode- 10. Injektion von 1°/, ecm | 
nalsekretin, welches die Leber denalsekretin (Kontrol|: 
passiert hatte. 11, 1,0 ( 

— 0 12. 5,0 
0,5 + 13. 9,0 
5,0 ' 14. 8,0 
2,0 t 15. 5,0 





Kemal Djenab hat nun weiterhin am 8. April 1917 in der (rt 
manischen medizinischen Gesellschaft in Konstantinopel iiber no 
Versuche iiber Sekretin berichtet; der Inhalt dieser, in tiirkische 
Sprache erschienenen Mitteilung, ist kurz folgender: Drei Hun 
werden eine Woche lang in verschiedener Weise gefiittert. Der erst: 
Hund erhalt nur Fleisch, der zweite nur Fett, der dritte nur Kohile- 
hydrate, nimlich einen Brei aus Starke, Zucker und Wasser. A: 
Ende der Fiitterungswoche werden die drei Hunde getétet, und es 
wird in ganz gleichmaBiger Weise aus den drei Duodenis Sekretin 
hergestellt, derart also, daB eine bestimmte Menge Sekretinlésung 
immer einer bestimmten und fiir alle Duodena gleichen Schleimhaut- 
gewichtsmenge entsprach. Die drei Sekretinlésungen wurden ,,Fleisch-. 
Fett- bzw. Kohlehydratsekretin‘‘ genannt. Nun wurden immer an 
einem Hunde diese drei Sekretinlésungen in ihrer Wirkung auf dic 
Pankreassekretion und auf den Blutdruck untersucht, um Vergleichs- 
werte zu erhalten. Es ergab sich, daB das Fettsekretin am stiirks*ten 
auf den Blutdruck und die Pankreassaftbildung wirkte, dann folgt: 
das Fleischsekretin, und am schwachsten wirkte das Kohlehydrat- 
sekretin auf Pankreas und Blutdruck. 

Ich habe nun, wie ich eben zeigte, unter Anlehnung an je 
anderen Versuche Kemal Djenabs iiber die Abschwiichung der Sekretin- 
wirkung nach Injektion der Sekretinlésung in die Pfortader gefunden 
daB eine Duodenalsekretinlésung beim Hunde in ihrer Wirkung a) 
geschwacht wird, wenn man sie im Durchblutungsapparate durch ein 
iiberlebende Kaninchenleber leitet. Dieser Effekt kann, wie ich oben 
ausfiihrte, auf doppelte Weise zustande kommen. Erstlich kénnt: 
das Sekretin in der Leber zerstért werden, zweitens kénnte es von 
ihr zuriickgehalten werden. Ich neigte zu der letzteren Erklaruny 
des Phainomens. 


Ein mehr direkter Beweis, daB diese Erklirung zutrifft, kan: 
nun auf folgendem Wege erbracht werden. 
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Wenn die Beobachtung Kemal Djenabs iiber die Abhingigkeit 
Sekretingehaltes der Duodenalschleimhaut von der Art und 
Weise der Ernahrung zutrifft und wenn die Leber ibr zugefiihrtes 
Sekvetin retiniert, dann mu die Leber um so sekretinreicher sein, je 
mehr Sekretin von der Duodenalschleimhaut geliefert wird. Es miiBbte 
die Leber eines mit Fett gefiitterten Tieres am meisten, und 


lsc 


eines mit Kohlehydrat gefiitterten Tieres am wenigsten Sekretin ent- 
halten. Das ist in der Tat der Fall, wie aus meinen nachstehend 
mitgeteilten Versuchen hervorgeht, und man kénnte fiir meine An- 
nahme das als Beweis gelten lassen, wenn nicht die gewihlten 
Emihrungszustande eine etwaige Bildung hepatogener Sekretinsub- 


stanzen beeinflussen. 

Ich habe nun auBer den Tieren, von denen das eine eine be- 
stimmte Zeit lang mit Fett, das andere eine bestimmte Zeit mit Reis 
veliittert worden war, noch ein Tier zur Untersuchung herangezogen, 
das so lange Zeit gehungert — nicht gedurstet — hatte, als jene 
anderen Tiere die bestimmte Kost erhalten hatten. Es ist wohl an- 
zunehmen, dafi der Prozef der Sekretinbildung in der Schleimhaut 
einen kontinuierlichen Vorgang darstellt. Denn, sobald die Verdauungs- 
arbeit beginnt, muB doch eine gewisse Menge Sekretin oder Pro- 
sekretin vorhanden sein, das von der Schleimhaut abgegeben und 
resorbiert werden kann. Es miiBbte also im Hungerzustande sich die 
Duodenalschleimhaut mit Sekretin anreichern!). Andererseits wird bei 
den daniederliegenden Sekretionen wihrend des Hungerzustandes 
auch kaum Sekretin von den Driisen verbraucht. Es kann also im 
Hungerzustande besonders leicht viel Sekretin im Ko6rper auf- 
gespeichert werden. Wenn bei der Wasserzufuhr im Hungerzustande 
leichteste Sekretionen einsetzen und Wasser durch die Duodenal- 
schleimhaut resorbiert wird, kann natiirlich auch Sekretin mit resor- 
biert werden, wenn es nur in der Schleimhaut vorhanden ist. Bei 
der Fettfiitterung wird ja auch sehr wenig Sekret gebildet. 

Alle diese Uberlegungen lieBen es mir als wahrscheinlich erscheinen, 
da8 nach lingerem Hungern die Leber ebenfalls sehr reich an Sekretin 
sein miBte. Auch diese Annahme ist durch meine Versuche als 
richtig erwiesen worden. 

Dabei ist natiirlich immer mit der Méglichkeit zu rechnen, dab} 
die Leber auch von sich aus Sekretinstoffe bildet und bei verschiedener 
Fiitterung das in verschiedener Weise tut. Der gesamte Sekretin- 
gehalt der Leber braucht nicht resorbiertes Magen-Darmsekretin zu 


1) Anm. bei der Korrektur: Eine soeben erschienene Arbeit Kemal 
Djenabs (Etude sur la sécrétine, Annales de Médecine, December 1922, 
rome XII, Nr. 6) bestatigt diese Annahme. 
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sein. Aber auffallend bleibt doch, wie der Sekretingehalt der [}) 
mit dem Sekretingehalt des Darms konform geht. 

Zugleich benutzte ich die Gelegenheit dieser Versuche, um dj, 
Angaben Kemal Djenabs iiber die Abhingigkeit des Sekretingelialts 
der Duodenalschleimhaut von der Art der Ernaihrung nachzupriifen 
Ich konnte diese Angaben Dyjenabs vollauf bestitigen. 

Ich fasse noch einmal das Ergebnis dieser Versuche in folgenden 
Satzen zusammen: 

1. Mit dem Sekretingehalt der Duodenalschleimhaut im Ansclilu 
an verschiedene Ernihrung geht parallel der Sekretingehalt di: 
Leber. 

2. Nach lingerer Fettnahrung ist die Leber am reichsten, nac| 
langerer Kohlehydratnahrung am airmsten an Sekretin. 

3. Nach lingerer Nahrungskarenz zeigt die Leber einen hohe 
Sekretingehalt, der etwa den Werten entspricht, die man _ nach 
voraufgegangener mehrtigiger Fettnahrung findet. 

4. Meine Versuche bestitigen die Beobachtungen Kemal Djenab; 
iiber die Abhingigkeit des Sekretingehalts der Duodenalschleimhaut 
von der Ernahrung. 

5. Meine Versuche sprechen in dem Sinne, daB in der Leber da. 
von der Darmwand resorbierte Sekretin deponiert wird, ohne ein» 
hepatogene Sekretinbildung auszuschlieBen, die ebenfalls von der Art 
der Ernihrung mit abhangig sein kénnte. 


Versuche. 





Korper- Korpers Korpers 

gewicht gewicht gewichts- | Leber 
vor dem vor dem verindes gewich 
Versuch Tode 1) rung 


. Gelber Hund... . | 9300 g Wasser 8000g —1350g 190, 
. SchwarzweiBer Hund || 9000 Margarine 7780 — 1250 = 250 
3. Roter Hund ... . || 9150 Reis 8200 — 950 200 


Erster Hund ist der Hungerhund; zweiter Hund erhiilt jeden ‘lag 
100,0 g Margarine mit ein wenig Kochsalz; dritter Hund bekam taglich 
150 g Reis und etwas Kochsalz. Nach 10 Tagen wurden alle Hunde getotet 
50g jeder frischen Leber wurden mit 0,4proz. Salzsiure, und auBerdem 
wurden 100g frischer Leber mit physiologischer Kochsalzlésung behandel' 

Die Sekretinwirkung wurde am Pawlowschen Magenblindsackhuni 
gemessen. Es wurde immer eine auf die gleiche Gewichtsmenge frischer 
Leber berechnete Menge der Sekretinlésungen subkutan injiziert. [mmer 
entsprachen 10ccm Sekretinlésung 5g frischer Leber. 


1) Nach zehn Tagen getétet durch Verblutung. 
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Lebersekretinversuche, 


}. Subkutane Injektion von Leberextrakt mit physiologischer Kochsalzlésung. 





—_—_ 


Kongo- 
reaktion 


Zeit in halben 
Stunden 


Magensaft- 
menge 


Zeit in halben 


Stun 


a) Hund A. 


1 00’—11h 30’ 0,0 cem 0 
11 30 Injektion von 10,0cem 
Reis-Leberextrakt. 
00cem 0 
0,0 0 0,0 cem 
0.0 0 


11 30—12 00 
12 00—12 30 
30— 1 00 


1h 05'— 


b) Hund B. 


10h 05’—10h 35’ 
10 35—11 05 
11 06—11 35 

1l 37 


2,0 com - 

0.0 0 

0.0 0 
Injektion von 10,0 ecm 
Hunger- Leberextrakt. 

40 cem + 

20 — 

0,5 
Injektion von 10,0 ecm 
Reis-Leberextrakt. 


07 
37 


37 —12 
07 —12 
37— 1 O7 
07— 1 37 

1] 45 


1h 45/— 


c) Hund 


50'—1 14 ¢ 1,6 cem -- 

ganz schleimig 

Injektion von 10,0 cem 
Fett-Leberextrakt. 


7,5 cem |+ 
8,0 


bo 
or 


or or 


14 i jateem 


} 


0,3 + 


bo or ds or 
or 3 


or 


1h2 
] 
2 
9 


30 
00 — 
30 





II. Subkutane Injektion von Leberextrakt 
a) Hund B. 


10’— 11h 40’ 0.0 cem 0 
11 40 Injektion von 10,0 cem 
Hunger-Leberextrakt. 
40—12 10 | 60 cem 
10—12 40 
40— 1 10 
10— 1 40 


4,0 he 


18 12.3cem 


| 
0,5 t | 


b) Hu 
0,0 0 
10 35—11 05 0,0 0 
ll 06—11 35 0,0 0 
11 42 Injektion von 10,0ccm 
Reis-Leberextrakt. 


102 05’— 10h 35’ 


nd A. 
]1h 42’ 
12 12 
12 42 
} a2 





1 35—2 05 
2 06 —2 


oc ee 


00 — } 


Kongo. 
reaktion 


Magensaft: 
en menge 


1h 05’ Injektion von 10,0 cem 

Fett-Leberextrakt. 
3,5ce¢em +4 
15 + )5,0 cem 
0.0 0 | 


Jh 35! 


35 


ecm - 
27 | 
1.0 t | 
Injektion von 10,0 cem 
Fett-Leberextrakt. 

5,3 cem : 

4.0 

12 

0.5 


bo bo 


.7eem 


wo wo 
Se ee ae 


Ao ogna 


+— 
' 


| /11,0cem 


St bo or be 


2.0 
5,0 


1 1 
35 H ig m 


1 


09 + 
Injektion von 10,0 cem 
Hunger-Leberextrakt. 

8.8 cem |+ 

a4 
1,1 { 
05 ! 


15,6eem 


mit 0,4 proz. Salzsdure. 


7’ Injektion von 1,00 cem 
Fett-Leberextrakt. 
5.5 eem 
3.0 
18 
O05 


10 8cem, 


it 
+| 


1,0 eem \ 


1,3 | Pe 
0.8 ; 3,leem 


0,0 0 


Hunger-Leberextrakt. 
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Zeit in halben Magensaft- Kongo: Zeit in halben Magensaft- ( Mai 

Stunden menge reaktion Stunden menge 150 

b) Hund A. wel 
Lh §3’— 2h32’  20cem 4 4h 02’— 4h 32’ 15 eem | 4 den 
23-2 53 46 | soca | 4 38— 5 02 | 20 wie 
2 53—3 3 | 03 4 (SVM) 5 o2— 5 32 | 05 | ¢ #,0¢cm Pa’ 
3 23— 3 53 | 00 0 5 32—6 02 00 
4 02 Injektion von 10,0 cem 
Fett-Leberextrakt. 
c) Hund A. 
9b 50/—102 20 0,5 eem — 1» 2)'— 3,9 
schleimig 51— 2 2 1,9 
10 20—10 50 0,0 eem 0 2 { 5 05 Pore ie 
11 00 Injektion von 10,0 cem] 2 51 — 0,2 y 
Fett-Leberxtrakt. Injektion von 10,0 cor, 

00—11 30 | 45cem + Reis-Leberextrak*‘. 

30—12 00 2,0 tS ial 3 22 + 3,5 cem 

00—12 30 04 ik: 3.5% 22 | 15 ; 

30— 1 00 | 01 0,6 ie li [Qh ( 

sehr schwach f 2 | 0,1 
1 21 Injektion von 1,00 ccm 10 : 
Hunger-Leberextrakt. 
Duodenalsekretinversuche. IL 
I. Versuch. 

Duodenalschleimhaut der drei Hunde wird nach der Methode vor I ‘ 
Bayliss und Starling genau wie die Leber mit 0,4proz. Salzsaure |! : t 
handelt. Priifung des Sekretins am Pawlowschen Magenblindsackhund 2 

Zeit in halben Magensaft- Kongos Zeit in halben Magensaft- Kong: 

Stunden menge reaktion Stunden menge reaktior 
Hund C. 9h 3 
10b 40’—115 10’ | 0,0 cem 0 1h 15’— 1545’ 1,6 com | +) 10 0 

11 12 Injektion von 2,0cem 45— 2 15 | 04 
Reis-Duodenumextr.!).]| 2 15— 2 45 | 0,3 

11] 12—11 42 | 0.9 cem |-+ 2 45—3 15 | 03 + 10 3 
ll 42—12 12 03 eee 3 17 Injektion von 2,0: 10 
12 12—12 42.; 0,1 | ’ : Hunger - Duodenu: ll 3 
12 422— 1 12. 00 0 extrakt '), 12 0 
1 15 Injektion von 2,0 cem] 3 17 3 47 | 13 cem |-+ 12 3 

Fett-Duodenumextr.!)]| 3 47 7 0,4 tlog 

4 17 0,3 a 

4 47 f 0,0 
Il. Versuch. 

: ]Qb 0 
Korper- Korper: Korper: 10 3 

gewicht gewicht gewichtss Leh: 

vor dem nach dem vers gew 
Versuch Versuch?) anderung 1 2 
. Brauner Hund ... 6900g Margarine 7600¢ 700g 210g ll 5 
2. WeiBgelber Hund . . 7200 Hunger 4400 2800 180 12 2 
3. Schwarzer Hund . . 7900 Reis 6500 1400 170 12 5 

1) 0,5 g Duodenalschleimhaut entsprechend. 
2) Nach 17 Tagen durch Verblutung getétet. 
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Zweiter Hund ist der Hungerhund; erster Hund wird mit 100,0¢ 
Margarine und wenig Kochsalz taglich gefiittert; dritter Hund wird mit 
150g Reis und wenig Kochsalz jeden Tag gefiittert; nach 17 Tagen 
werden atle Hunde getétet. Die Behandlung der Leber und des Duo- 
denums zum Zwecke der Herstellung der Sekretinlésungen wird genau 
wie in dem Versuch I durchgefiihrt. Die Sekretinpriifung erfolgt am 
Pawlowschen Magenblindsackhund. 


Leberversuche. 


I. Subkutane Injektion von Leberextrakt mit der physiologischen 
Kochsalzlésung. 





Zeit in halben Magensaft- Kongo- Zeit in halben Magensaft+ Kongos 
Stunden menge reaktion Stunden menge reaktion 


a) Hund C. 


10h 05'/—10 35’ 0,0 cem 0 1h 10’— 1h 40’ 13 cem 
Schleim 1 40— 2 10 | 07 : 
10 35—11 05 0,0 ccm 0 2 10— 40 1,6 . | 
11 05 Injektion vonl0,.0cem}] 2 40— 3 10 0,2 
Reis-Leberextrakt. : Injektion von 10,0 cem 
05—11 35 | 0,0 cem | 0 Fett-Leberextrakt. 
Schleim wenig 3 15— <% 5 0.2 cem | + 
35—12 05 | 10ccm 3 45— 5 | 07 . | 


3,8cenr 


2 05—12 35) 05 | | L7eem]| 4 15— : 03 1,3ceem 
235—1 05 | 02 -| 445—5 15 | 01 
1 10 Injektion von 10,0 cem 
Hunger-Leberextrakt. 


b) Hund C. 


30’—10b 00’ | 0,6 cem | 4 1h 10/— 12eem -+ 

00—10 30 | 0,2 { oa 1 | | 
10 35 Injektion von 10.0cem] 9 19 — 5 0.2 | 

Reis-Leberextrakt. eres. | 0.1 

35 i 05 ~ bigest Sp | ¢ Injektion von 10,0 ecm 

05 —11 35 1,0 T Paes Hunger-Leberextrakt. 

35—12 05 | 0,7 + 3.2cem 

05—12 35 | 0,3 1,4 ccm 

2 33— 1 05 | O)1 1 1,0 

1 10 Injektion von 10,0cem 0,6 

Fett-Leberextrakt. 0,2 


2.6ecm 


i 3,2cem 


tr 
3 
~) 


yt 


~ 


10b 00’—10b 30’ = 1,3 eem 
10 30—11 00 05 - 
11 23 Injektion von 10,0 cem 
Hunger-Leberextrakt. 
23—11 53 7,5 cecem +4 
53—12 23 | 2.0 | 
23—12 53 03 
2 583— 1 2 | 02 + 
1 25 Injektion von 10,0 cem 
Reis-Leberextrakt. 


3.0 cem 
0 


| 


roror or 


0.5 i | 5.0cem 


0.5 
Injektion von 10,0 cem 
Fett-Leberextrakt. 

2.7 ecm 
( 


gr bo or bo 
Sr cr or 


g 
| 
bo bo or bo or 


or 


| | 10,.0cem 


| 
| 


4.4cecm 


A, 
0, 
0, 


| 


won or 
woccn 


Sr bdo or bo 
Sr or Gr Or 


} 
i 
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II. Subkutane Injektion von Leberextrakt mit der 0,4 proz. Salzsdéur: 





Zeit in halben Magensaft:- Kongor Zeit in halben Magensaft- Kong 
Stunden menge reaktion Stunden menge reaktior 


a) Hund C. 
9" 30’—10h 00! | 0,0 com 0 1h 10’— 140’ 1,3 cem 
10 05 Injektion von 10.0 ccm] 1 49— 2 10 | 06 \ | ‘ 
Fett-Leberextrakt. O16 21%’ | 0.1 | | 2,1 cen 
10 05—10 35 | 2,0cem = + 2 40— 3 10 | Ol 
10 35—I11 05 | 10 ‘ | 
I 05—I1 35 | 03 1 Hunger-Leberextrakt 
Bb SE eB FB: IR ee pe 3 .17— 3 47 | 45ccem |+4, 
1 10 Injektion von 10,0 cem] 3 47— 4 17... 27 te 
Reis-Leberextrakt. 417—4 47 | 07 \ = 
447-5 17 0) 


b) Hund C. 
00/— 10% 30’ 10 cem 0 Jh 23’— 1h 53’ | 0.9eem + | 
9 


| 3,6cem 3 17 Injektion von 10,0 cen 


“vo 
30—11 00 | 05 0 1 5— 2 23 | 09 
11 20 Injektion von 10,0em] 9 93~— 2 53. 03 i 
Hunger-Leberextrakt.| 9 53 — 3 23 | 0.0 iI 
20 -11 50 6,0 ecm | 3 25 Injektion von 10,0 cen 
50—12 20 | 60 12.2cem Fett-Leberextrakt. 
3 25— 3 55 | 30 ccm 
O— 1 2 | 00 3 55— 4 25 | 12 . 
1 23 Injektion von 100 ccm] 4 295— 4 55 | 03 4 f 4,5een 
Reis-Leberextrakt. 4.65— & 2% | 00 | 


“ 


| een 


20—12 50 02 +] 
0 


c) Hund D. 
9h 30’—104 00' 16cem +4 1h 05’'— 1535’ 5.5 cem 
10 00—10 30 | 2,3 1 35—2 05 70 tlie 
10 30—11 00 0.8 + 2 05— 2 35 20 | 16,0 ccm 
11 02 Injektion von 10,.0cem]| 9 35— 3 05 1,5 


Fett-Leberextrakt. 3. 07 Injektion von 10,0 ccm 


a 4 = = 60 oom {| Reis-Leberextrakt. 
ll 32 —12 05 1,3 +6 9cem| 3 07—3 37 | 2.5ccm 
12 05—12 35 | 08 +| 
12 35— 1 02 | 03 4 3°37 4) OF 4 €7 4 
ll 4 07— 4 37 03 4 
1 05 Injektion von 10,.0ccm]} 4 37— 5 07 a 0 
Hunger-Leberextrakt. 





Duodenalsekretinversuch. 


Hund E. 
9h 30’—10 00’ | 0,5 cem t 12h 30’— 1 00’ 13 cem 
10 00-10 30 00 0 30 0,4 a 
10 30 Injektion von 3,0cem 00 03 2,0 ccm 
Fett-Duodenumextr. '). 30 0.0 | 


10 30—11 00 | 1,6 ccm | 30 Injektion von 3,0 cen 
11 0O—11 30 | 04 23 eem Reis-Duodenumextr. '). 
1l 30—12 00 | 03 | * Ba yal 
12 00—12 30 | 00 30 03 
12 30 Injektion von 3,0cem 00 01 1.3 cem 
Hunger - Duodeum- 3 30 00 | 
extrakt '). 





1) 0,7 g Duodenalschleimhaut entsprechend. 
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- Zusammenfassende Tabel'e. 
bur 
Leberversuch. 





Kong 


reaktic: Gesamt-Magensaftmenge. 


Physiologische Kochsalzlosung 0,4 proz. Salzsaurelésung 


Nummer der 


K Cc D Hunde c D 
_ | 113 15,6 38 32/100 Hungerhund | 6,9 6,5 123 80 122 160 
5.0} 11,0 | 17,2} 1,3) 26; 4,4 Fetthund | i 836 45) 69 
00! 7,71 11.4/11,7/3,2; 50 Reishund : 5, . me) Ba 3.5 


Duodenalversuch. 





Gesamt+ Magensaftmenge. 


P 0A proz. Salzsaurelésung 
Nummer der P . 


Physiologische Kochsalzlésung Senda 
Cc 


Hungerhund 2,0 
ie Fetthund 2,6 
| #,1cen . Reishund 13 


10,0 cen Benutzte Literatur. 
rakt. 1) A. Bickel, Magen und Magensaft. Handb. d. Biochem. von Oppen- 
heimer, 1. Aufl. Ferner: Berl. klin. Wochenschr. 1917, Nr. 23. — 2) Emsmann, 
4 5cen Intern. Beitr. z. Pathol. u. Ther. d. Ernahrungsstérungen 8, 1911. — 
| 3) Eisenhardt, Intern. Beitr. z. Pathol. u. Ther. d. Ernahrungsstérungen 
2, 1910. — 4) Mironescu, Intern. Beitr. z. Pathol. u. Ther. d. Ernahrungs- 
stérungen 1, 1910. — 5) Kemal Djenab, Berl. klin. Wochenschr. 1917, 
Nr. 26. Ferner: Vortrag, gehalten am 8. April 1917 in der Ottomanischen 
16.0cem medizinischen Gesellschaft in Konstantinopel. — 6) Bickel und van Eweyk, 
, Ber. d. preuB. Akad. d. Wiss. Berlin 1921. — 7) van Eweyk und Tennen- 
baum, diese Zeitschr. 125, Heft 5 u. 6, 1921. — 8) Popielski, Pfliigers 


10.0 cem Archiv 178, 214, 1920. 
sakt 


3,5cen 


0 cem 


3,0 cen 
1extr. 


3 ecem 


Biochemische Zeitschrift Band 136. 











Uber die Trypaflavinaufnahme durch abgetétete Bakterien. 


Von 
Leo Bleyer. 
(Aus dem hygienischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 17. Januar 1923.) 


Das Problem der Farbstoffaufnahme von Zellen und Bakterien 
und deren Beziehung zu Morphologie und Biologie derselben, sowie 
die Ausdeutung der erzielten Farbeeffekte ist trotz einer sehr umfang- 
reichen Literatur noch lange nicht restlos gelést und harrt noch 
weiterer Untersuchungen, die insbesondere die Ergebnisse der neueren 
Kolloidforschung zu _ beriicksichtigen haben werden. Von den viclen 
hier in Betracht kommenden Spezialfragen hat von jeher die Beob- 
achtung, daB in der Farbbarkeit lebender und toter Bakterien Unter. 
schiede bestehen, ein gewisses Interesse beansprucht, da sie in die 
Abhangigkeit der Farbstoffaufnahme vom jeweiligen Funktionszustand 
der Zelle Licht zu bringen schien. So z. B. berichtete schon Buchner (1) 
in einer sehr weit zuriickreichenden Arbeit, daB Typhusbazillen im 
lebenden Zustande gegeniiber Methylviolett einen starken Fiarbe- 
widerstand zeigen, der sich durch Kochen der fliissigen Kultur be- 
seitigen liBt, wihrend er bei anderen Bakterienarten geringere 
Farbbarkeitsdifferenzen fand. Auch Fisenberg (2) beobachtete in 
seiner grundlegenden Studie unter anderem, daB durch Schadigung:n 
und Absterben der Bakterien ihre Anfairbung erleichtert wird. In 
jiingster Zeit konnte Seiffert (3) mit Anilingentianaviolett und Kongo. 
rot, bei ersterem sowohl in reiner als auch proteinhaltiger Lésung, 
dieselben Unterschiede feststellen, wobei er noch ausdriicklich angibt, 
daB Art und Weise der Abtétung sowie Dauer und Héhe der Er- 
hitzung ohne Belang gewesen seien. Da in dieser Frage ein prinzipicll 
gleichartiges Verhalten aller Farbstoffe a priori durchaus nicht vor- 
zuliegen braucht, wurde auf Veranlassung von Herrn Geh.-Rat Ha/in 
der feindisperse Farbstoff Trypaflavin (4) (Diffusion in 3 proz. Gelatinege! 
erfolgt nach eigener Beobachtung ungefaihr viermal so schnell wie bei 
Methylenblau) in seiner Aufnahme durch lebende und abgetotete 
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Bakterien untersucht. [Uber Adsorptionsverhaltnisse der Akridinium- 
derivate siehe Langer (5); tiber vergleichende Trypaflavinaufnahme 
durch Bakterien und Ko6rperzellen Hahn und Remy (6)]. 

Von den zahlreichen Abtétungsmethoden muBten jene aus- 
veschaltet bleiben, bei denen etwa durch Anhaften des Desinfektions- 
mittels an den Bakterien und dessen schwere Entfernbarkeit der 
Mechanismus der Adsorption stérend beeinfluBt werden konnte; mit 
Riicksicht hierauf schien zuniachst die Abtétung in Form von Hitze 
am geeignetsten. Die Bakterien wurden auf Agar in Kolleschalen 
geziichtet, die 12- bis l5stiindigen Kulturrasen mit physiologischer 
Kochsalzlésung abgeschwemmt und die so crhaltene Suspension nach 
griindlicher Durchschiittelung auf mehrere Reagenzglaser abgefiillt, 
um sodann im Wasserbade verschiedenen Temperaturen eine Stunde 
hindurch ausgesetzt zu werden. Nach beendeter Erhitzung und Ab- 
kiihlung auf Zimmertemperatur wurden von jeder Probe genau 2ccm 
Bakteriensuspension mit 2ccm Trypaflavinlésung (Verdiinnung | : 1000) 
versetzt, 5 Minuten unter Umschiitteln mit ihr digeriert und so- 
dann bis zur vélligen Klarheit der iiberstehenden Fliissigkeit zentri- 
fugiert. Die Farbstoffabnahme in den Abgiissen wurde mit dem 
Autenrieth schen Kolorimeter bestimmt und daraus die prozentuale 
Aufnahme durch die Bakterien berechnet. Das Zentrifugieren be- 
reitete nicht selten erhebliche Schwierigkeiten, besonders bei Bac. 
Friedlander mit seiner fadenziehenden Kulturmasse, so daB in den 
Tabellen nur jene Versuche aufgenommen sind, bei welchen es restlos 
gelang, da eine auch nur geringe Opaleszenz der zu priifenden Ab- 
giisse einen genauen Vergleich mit der Standardlésung vereitelt. 


Tabelle I. 





Prozentuale Farbstoffaufnahme 


canes Bact. Koli Staph. pyog. aureus Bac 
= Bac. subtilis Prlediaader 


2 : 1 2 


20°(Kontr.) 64% 
60° — 


81% 50% 75% 50% 75% 
81 _ 12 50 ia 
70 --. 38 81 38 12 50 -- 
80 40 — 81 38 12 50 38 
9 64 38 — = 50 50 38 


8 


Schon Vorversuche (Tabelle 1) ergaben in einigen Fallen (Staph. 
aureus, Bact. Koli und Bac. Friedlander) die Tatsache, da nach 


| erfolgter Hitzeschidigung die Farbstoffaufnahme gegeniiber der Kon- 


trolle nicht nur keine Steigerung aufzuweisen braucht, sondern sogar 
erheblich sinken kann und dap die Hohe der einwirkenden Temperatur 


| keineswegs gleichgiiltig ist. So vermindert sich bei Bact. Koli und 


Staph. aureus innerhalb der niedrigeren Hitzegrade die Aufnahme, 
26 * 
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um bei 96° wieder zuzunehmen. Auffallend war auch die Schnellig 


mit der sich die Adsorption vollzog (binnen einer Minute), auch |) 
der Kontrolle mit lebenden Bakterien. Ob die Farbung zunachst 1 
infolge Adsorption zustande kommt oder an das weitere Eindringen des Jot 








: . : . re é : ’ aut 
Farbstoffes ins Zellinnere gebunden ist, war fiir die vorliegende Frage. 
stellung gleichgiiltig, da es bei dieser nicht auf sekundire Verin. 
derungen, sondern darauf ankam, in welchem Zustande der Farbstof! : 

i 2 x S Y(Kont 
die Bakterienzelle sozusagen im ersten Moment seiner Aufnalim ‘09 
antraf. Deshalb wurde auch die Digerierungszeit kurz gewahlt. De; 80 

° ° “ee ry: “ . — in 
viel umstrittene Begriff der sogenannten ,,Vitalfirbung‘: bleibt hie: ) 
auBer Diskussion. bs 

Y (Kon 
Tabelle II. 60" 
- SU 
féel¢ § See |e 100 
Eth , 2eE $53 Wachstum 3c& é6% Wachstum 
‘ oe S38 | 25 in kinstlicher Anmerkung] § 23 $s3 in kunstlicher 
au SBE Bee Kultur SE6 Be p Kultur 
fe* |< 6 c= «6 
)’ (Kont 
Bac. pneumoniae Friedlander (1) Bac. subtilis 60° 
20° (Kontr.)| 75% — ++ e ) “eigen BU 
60° we me ee Bee L ES 100 
70 26 — +4 3 x <3 
80 26 - T 3 w 0 (Kont 
Staph. pyogenes aureus Bact. Koli (1) 60° 
2 (Kontr) 64%) — oo 3 2000 Mill.Kol. 5 _ 8U 
60° 64 sil £3 500 40, » {88 100 
70 6 steril 3S a 40 Ss 
80 6 aay v 40 , 0  (Kont 
Bac. pneumoniae Friedlander (2) Bact. Koli (2) 60° 
20°(Kontr.)|| 30%) — - 20° 40%, + , 80 
60° 30 =  Diinne |50 + + = 10 
70 ; 2 Emulsion] 56/15 - steril 3 Rb 
80 15 z 60| : = den: 
aufe 
Um der Abtétung der Bakterien sicher zu sein, wurde in weitere! und 
Versuchen (Tabelle II) gleichzeitig die Wachstumsfahigkeit gepriift Far 
und ferner die gelegentlich auftretende Agglutination durch das & zu 
Trypaflavin genau beobachtet. Wiederum lie8 sich in einigen Fallen J sich 
eine Verminderung der Aujfnahme fesistellen, aber ohne gesetzmaPiye das 
Zusammenhang mit Leben oder Tod der Bakterien. So z. B. wiesen & vari 
die 60 gradige Staphylokokken- und die 70gradige Friedlander (2) -sus- J dab 
pension trotz Abtétung den Kontrollwert auf; ebenso trat bei Bact ents 
Koli (1) trotz Reduktion der entwicklungsfahigen Keime auf 2°, & eine 
keine Anderung ein. Hingegen tritt wieder wie in Tabelle I der Einfluf & fallt 
der Temperaturhohe deullich hervor. arte 
Um fiir die Trypaflavinadsorption den eventuell st6renden Einflu! & teri: 
der den Bakterien noch vom Nahrboden her anhaftenden Resten & hier 





auszuschalten, wurden sie nunmehr (Tabelle II1) durch Waschen von — — 


Trypaflavinaufnahme durch abgetétete Bakterien. 


Tabelle III. 








28e 2 
* 3 a& Agglutinat.| Wachstum 3 2 & Agglutinat. Wachstum 
ven des eo @ durch den in kunstlicher Anmerkung ES = , durch den in kinstlicher 
FE sf Farbstoff Kultur 8 S| Farbstoff Kultur 
rage. ES 3 | Fa 3 
Veriin. = ; - 
rH Bact. Koli (1) Bac. pneum. F.iedlander (1) 
FOS tof a 
Y (Kontr.) /0 a oe) 5 12% . ea) 3, 
Pnalim 00 Fi 72 1 a 
; a \steril) ‘= koaguliert, aber 72 s . = 
t. Der ri, ' ate s wieder zerteil- be steril $s 
B) | » é 
bt hier ca ‘i bar. i. y . 
Vibrio ,,Finkler“ Staph. pyog. albus (1) 
+ + oo c 81% + oa) 3 
4. = 81 + = 
| «| = : Sa 
cr | steril 2 81 | steril é 
gi tig | a . j 5 
in 3 .: 86 r Z 
Bact. Koli (2) Bac. subtilis 
nach einigen rs 
Minuten is 
we 2) % | a . 2 = 
sofort _- | |e | |.2 gut zerteilbar ™ sat Se 
» 80 : ee ede steril a I 2 schwer , - . x < 
gs 100 ++ J BNE ae -~ steril 3 
ee) Bact. Koli (3) Staph. pyog. albus (2) 
> ’ (Kontr.) ~ ie 8) é 90% _ 2) 2 
) | 15 Ee 90 “ Ee 
4 0 = 80 + | leteril 33) 83 —  \steril 33 
2s 0 dB ae ha 90 oat yl 5 
22 Vibrio , Metschnikoff* Bac. pneum. Friedlander (2) 
adil Y(Kontr.) 60% — ow er es | 0 - 
2 EA j% o;+ + + | 10 Kol. S 
+ + + jsteril 5 | koaguliert, aber 65 k++) os = 
S aee | A | wieder gut zerteilb.} 40 1. { steril 3 
3 
é denselben befreit und dann mit frischer physiologischer Kochsalzlésung 
aufgeschwemmt. In vier Fallen (Vibrio Finkler, Bact. Koli 1 und 2 
pitere! und Vibrio Metschnikoff) ergab sich eine unverkennbare Zunahme der 
repriift Farbstoffaufnahme, in drei war in erhitzten Proben eine Abnahme 
h das & zw beobachten, in den iibrigen trat keine Anderung ein. Hin- 
Fallen & sichtlich der Beziehungen zu Bakterientod und Erhitzungshéhe gilt 
' g 
apiye das schon bei Tabelle I und II Gesagte. Auch die Agglutination 
£ 


wiesen [& variiert mit der Temperatur erheblich, aber ohne daB man sagen kénnte, 
2)-sus- HF daB der starksten Agglutination etwa die gréBte Farbstoffaufnahme 
Bact entspricht und beide gleichsinnig verlaufen; nur Bact. Koli (3) zeigte 
£29 eine véllige Ubereinstimmung zwischen beiden Prozessen. SchlieBlich 
influf % fallt noch bei allen drei Tabellen auf, daB ein und dieselben Bakterien- 

arten sich jedesmal verschieden verhalten und keinen fiir sie charak- 
influl) JF teristischen Reaktionstypus erkennen lassen. Bac. subtilis macht 
Resten F hiervon insofern eine Ausnahme, als sich seine Farbbarkeit tiberhaupt 
nm von 


1) Zu einer gallertig kompakten Masse verbacken. 
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nie infolge Erhitzung anderte (schwere BeeinfluBbarkeit der in |: 
Bakterienleibern enthaltenen Sporenanlage ?). 

Das Widerspruchsvolle, das in diesen Ergebnissen zu licen 
scheint, riickt dem Verstiindnis niher, wenn man sich vergegenwiirt iyt 
daB die Héhe der einwirkenden Temperatur fiir die Art und W> is: 
und das AusmaB der nicht naher faBbaren Koagulationsvorginge in 
Bakterieninnern unméglich gleichgiiltig sein kann, indem hohe Hitz. 
grade schwerere Denaturierungen erzeugen als niedrige und beispicls. 
weise die bei 80° abgetétete Bakterienzelle physiko-chemisch ein an. 
deres Gebilde darstellt als die bei 60° abgestorbene, worauf avic) 
unter anderem in einigen Fallen auch die geanderte Agglutinations. 
fahigkeit hindeutet. Alle groben intrazelluliren Veranderungen abe; 
sind nicht denkbar ohne Riickwirkung auf den Funktionszustand le: 
sogenannten ,,Plasmagrenzschicht*‘ und deren fiir den Farbstoffeintrit: 
in Betracht kommenden Permeabilitét. Ferner ist zu beriicksichtiges 
daB die Art der sich im Bakterienleib abspielenden Hitzeveranderungen 
auch mit dem jeweiligen Ernahrungszustand und Stoffwechsel, in 
dem er sich gerade befindet, variieren muB, so daB es sehr begreiflic! 
erscheint, da bei gleicher Temperatur verschiedene Baktericn- 
suspensionen durchaus nicht dieselben Alterationen zu_ erleiden 
brauchen. 

Die durch Erhitzung erzeugbaren Differenzen in der Farbstoff- 
aufnahme forderten auf, auch noch einen anderen etwas weniger cin- 
greifenden Abtétungsmodus zu versuchen. 

Chloroform, Ather und 50 proz. Alkohol schienen dazu geeigne' 
weil ihr Uberschu8 verhialtnismaBig leicht wieder entfernt werden 
kann. Die wie friiher gewonnenen Bakterienaufschwemmungen wurden 
in Erlenmeyerkélbchen zu gleichen Teilen mit Chloroform oder Athe 
versetzt, gut emulsioniert und unter 6fterem Umschiitteln verschiede 
lange in Emulsion gehalten. Hierauf wurde auf Reagenzgliaser a))- 
gefiillt, in denen sich Chloroform und Ather rasch von der wisserige 
Suspension trennten. Die letzten noch anhaftenden Spuren der 
Narkotika konnten durch 15 bis 20 Minuten langes Erwirmen im 
Wasserbad bei 50° leicht verjagt werden. Von einer Benutzung de 
Wasserstrahlpumpe zwecks Beschleunigung des Abdampfens mulit: 
abgesehen werden, da die infolge stindiger Druckschwankungen notigen 
Manipulationen an der Apparatur zu Mischinfektionen fihrten, welcli 
das Kulturresultat beeintrichtigten. Beim Alkohol wurde dessen 
96 proz. Lésung zu gleichen Teilen mit der Bakteriensuspensicon 
versetzt, nach abgelaufener Einwirkungszeit abzentrifugiert und di 
Bodensitze mit physiologischer Kochsalzlésung zum_urspriinglich:n 
Volumen wieder aufgefillt. Die Wiederzerteilung der Sediment: 
gelang dabei meistens nicht ganz vollstandig, da die Bakterien 7\ 
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L. Bleyer: 
Tabelle V. “ao 
St = Stammemulsion (ungewaschen). A = erster abzentrifugierter Alb -\,\3 ers! 
A, = zweiter Abgu8 nach dem Erhitzen. B = vor dem Erhitzen we. die 
waschene, mit frischer NaCl-Lésung aufgeschwemmte  Bakterien, ani 
B, = nach dem Erhitzen zum zweitenmal gewaschene Bakteriensuspensivn. i 
B, = zum zweitenmal erhitzte Suspension. halt 
bel 
Bac. (1) Staph. pyog.albus) (1) Vibrio ,Finkler* Bact. Koli (1) ach 
Tempe- aa : hidin auf 
, rine) 4*e8tUtinat . 
mn oa ¥ . ate) ae relc 
attr 
20° || 71,3 | 65,2 56,8(=W)) 63,5/ ,_ 56,8 | 550 sehi 
60 | 686 656 602 | 61 a 56,9 |) ~ “° Far 
80 | 71,0 65,3 57,3 y ’ 61,3 || go - . 
100 | 71,5 65,2 57,9 35,7 | 67,6 || Die 
Chi 
os neu 
Trypaflavin, “}8Stutinat 
A;}) B 9 durch de 
: aulnahme | “Farbstot 
bei 
Bac. pneumoniae Friedlander (2) eas 
56.8 ie any a | sell 
57,1 — — — : { kon 
62,0 60,0 56,8 56,9 { die 
63,8 61,8 56,5 57,0 ! e 
wie 
Vibrio ,Finkler“ (2) bee’ 
57,2 —- | — , 15% n Anc 
62,5 61,6 57,3 geet 
64,0 sae 56,8 4 
ey ee s 
ae ae fiih 
Bact. Koli (2) | 
arte 
Obe 
zWi 
geg 
kei 
ye ee ge os 
Tempe: aflavins!| gglutinat. Bavins| Agglutinat ‘ 
ratur : . Teale Pabstot ahme | as -~ 
Staph. pyogenes albus (2) Bac. subtilis der 
20° 61,8 56,8 | } + 57,0 | 56,6 | gew 
60 618 56,9 |} 80% she 57,4 | 56,7 || goo 9 
80 ©6619 «568 | ioe” 572 | 570 | /o 2 gun 
100 61,9 56,7 85 ' 57,3 | 57,8 ~— teri 
Flii 
1) Die von den Bakterien befreiten Abgiisse zeigen eine etwas erhéh'« phy 
Tropfgeschwindigkeit gegeniiber den urspriinglichen Suspensionen. By 
2) Grob koaguliert, nicht bestimmbar. Pre 
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grohen harten Kliimpchen verbacken waren. Aus Tabelle IV ist 
ersichtlich, daB in fiinf unter sieben Fallen die Farbbarkeit durch 
die Alkkoholbehandlung ganz erheblich gesteigert worden war. Offenbar 
sogen die durch den Alkohol entquollenen Zellkolloide das farbstoff- 
haltige Wasser mit erhéhter adsorptiver Affinitaét in sich auf. Auch 
bei Bac. Friedlander war dies bei den feinen Partikelchen zu beob- 
achten: der gegeniiber der Kontrolle herabgesetzte Gesamtwert beruhte 
auf der schlechten Farbstoffaufnahme der in diesem Falle sehr zahl- 
reichen groben Partikelchen, die infolge ihrer geringen Oberflichen- 
attraktion nur wenig Farbstoff zu binden vermochten. Auch durch 
sehr langdauernde Chloroform- und Athereinwirkung lieB sich der 
Firbeeffekt beeinflussen: dreimal wurde er erniedrigt, einmal erhéht. 
Die Agglutinierbarkeit durch Trypaflavin wurde bei Bact. Koli durch 
Chloroform und Ather aufgehoben, bei Vibrio Metschnikoff trat sie 
neu auf. 

Die Komplexitét und Uniibersehbarkeit der Vorgiinge, die sich 
beim Erhitzen im Bakterieninnern abspielen, schaffen das Bediirfnis 
nach einem wenigsten ungefihren MaBstab fiir die Intensitat der- 
selben. Den durch die Hitze erzeugten intrazellularen Verinderungen 
konnten Dichtigkeitsschwankungen der Plasmahaut parallel gehen, 
die ein Herausdiffundieren von Zellinhaltsstoffen gestatten. Diese 
wiederum konnten die Oberflichenspannung des Suspensionsmittels 
beeinflussen, besonders soweit sie kolloider Natur waren, und aus 
Anderungen jener lieBe sich dann ein gewisser RiickschluB auf die 
gesetzten Lasionen ziehen. 

Stalagmometrische Messungen an erhitzten Bakteriensuspensionen 
fiihrte bereits Gildemeister (7) aus; er fand bei verschiedenen Bakterien- 
arten Anderungen sowohl im Sinne einer Zu- als auch Abnahme der 
Oberflachenspannung und bei einigen Stimmen einen Parallelismus 
zwischen ersterer und der dabei beobachteten Agglutinationshemmung 
gegeniiber dem Immunserum. Leider findet sich in seiner Arbeit 
keine Erérterung der etwaigen Ursachen seiner Resultate; auch ist 
bei Auswertung desselben nicht zu ermessen, welchen Anteil daran 
die in den Suspensionen enthaltenen Niahrbodenschlacken hatten, 
deren Ubergang sich ja auch bei vorsichtiger Abschwemmung 
der Kulturen nicht ganz vermeiden lat. Ein Arbeiten mit 
gewaschenen Bakterien schien also zwecks klarer Versuchsbedin- 
gungen unerlaBlich. Es wurde dabei so vorgegangen, daB die Bak- 
terien aus der Stammemulsion (St) abzentrifugiert, die tiberstehenden 
Fliissigkeiten (A) abgegossen und die Bakterien nunmehr mit frischer 
physiologischer Kochsalzlésung aufgeschwemmt wurden (B). A und 
B wurden getrennt stalagmometrisch gemessen und in verschiedenen 
Proben im Wasserbade 1 Stunde hindurch bei 60, 80 und 100° ge- 
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halten. Nach Abkihlung auf Zimmertemperatur wurde wieder ic 
Tropfenzahl bestimmt. Diejenigen Bakteriensuspensionen, weich: 
infolge Erhitzung eine Anderung ihres Tropfenwertes erlitten haticn, 
wurden ein zweitesmal getrennt; an den so erhaltenen zweiten \). 
giissen (A,) und abermals frisch aufgeschwemmten Bakterien | 8.) 
wurden wieder stalagmometrische Bestimmungen vorgenommen. Um 
zu sehen, ob durch eine zweite Erhitzung sich dieselben Anderungen 
wie bei der ersten ergeben, wurde B, in einigen Fallen noch einmal ‘er- 
selben Temperatureinwirkung unterworfen. Tabelle V veranschaulicht 
die gewonnenen Resultate, wobei die in den Rubriken eingesetzten 
Ziffern die Tropfenzahl bedeuten. Der Wert fiir physiologische 
Kochsalzlésung (W) betrug bei dem von mir benutzten Stalag. 
mometer 56,6 bis 57,4; Anderungen unter zwei Tropfen sind nicht 
auszuwerten. 

Zuniachst fallt sehr auf, daB die noch Nahrbodenbestandteil: 
enthaltenden ersten Waschfliissigkeiten (A), die schon in ihrem stark 
gelben Farbton Beimengungen verrieten, mit Ausnahme von ba 
subtilis stets eine betrichtlich héhere Tropfenzahl aufweisen als di: 
reine Kochsalzlésung (W), wahrend die gewaschenen Bakterienaut- 
schwemmungen durchwegs den Wasserwert ergeben (B bei 20°). Nach 
der Erhitzung sinkt bei Bact. Koli, Bac. Friedlander und Vibrio 
Finkler die Oberflichenspannung von B stark mit zunehmender 
Abtétungstemperatur, waihrend sie bei Staph. albus und Bac. subtilis 
sowie bei den Abgiissen (A) gar nicht oder nur unerheblich schwankt 
War die Vermutung richtig, daB die infolge Erwairmens eingetretene 
Senkung der Oberflaichenspannung der Suspensionsfliissigkeit auf einer 
Auslaugung der Bakterien beruht, so muBte sich bei nochmaliger 
Waschung der betreffenden Proben (B,) wieder der Wasserwert 
erreichen lassen und der abzentrifugierte, die fraglichen Stoffe ent- 
haltende AbguB (A,) die Tropfenzahl vor der Trennung_liefern 
Diese Erwartung bestiitigte sich auch (Friedlander 2, Vibrio Finkler 2 
und Koli 2). B, zeigt tberall genau den Wasserwert; A, gab eine 
etwas niedrigere Tropfenzahl als zu erwarten gewesen wire, Was 
darauf beruhen diirfte, daB die bakterienfreien Abgiisse eine leich! 
erhoéhte Tropfgeschwindigkeit gegeniiber den urspriinglichen baktericn- 
haltigen Suspensionen besaBen (steigende AbfluBgeschwindigkeit cr- 
niedrigt die Tropfenzah!). Der Versuch, durch abermalige Erhitzung 
die Bakterien noch weiter auszulaugen (B,), gelang nur einmal 
(Bact. Koli 2 bei 100°). Vergleicht man noch die Trypaflavinaufnahmme 
der stalagmometrisch gemessenen Proben mit ihrer Oberflachen- 
spannung, so zeigt sich, daB bei Bac. subtilis und Staph. albus weder 


die Oberflachenspannung, noch die Farbstoffaufnahme durch ic 


Erhitzung geaindert wurde; ferner daB in drei Fallen (Koli 1, Vibrio 
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Finkler 2 und Koli 2) einem Sinken der Oberflichenspannung eine 
Steigerung der Farbstoffaufnahme entspricht. In diesen Fallen ist 
also ein gewisser Parallelismus zwischen beiden Prozessen unzweifelhaft 
festzustellen. Bei Bac. Friedlander hingegen bleibt trotz sinkender 
Oberflaichenspannung die Trypaflavinaufnahme konstant. Es fregt 
sich, wie diese UnregelmaBigkeiten zu erklairen sind. 

Hier ist darauf zu verweisen, dab, abgesehen von Bac. subtilis, 
schon die Bestimmung der Farbstoffaufnahme an sich (Tabelle I bis IT) 
bei derselben Bakterienart durchaus wechselnde Resultate gezeitigt 
hat. Stalagmometrische Messungen ergaben nun, dai Anderungen 
im Tropfenwert erhitzter Suspensionen sich auch nach Abtrennung 
der Bakterien nachweisen lassen und letztere in frischer Aufschwemmung 
wieder den Wasserwert ergeben. Somit erscheint die Annahme be- 
rechtigt, da bei der Erhitzung eine Auslaugung der Bakterien statt- 
findet, welche sowohl die Farbstoffaufnahme wie die Oberflichen- 
spannung des Suspensionsmittels in sehr verschiedenem Sinne je nach 
Art der tibertretenden Substanzen und je nach dem urspriinglichen 
Zustand der Zellen (Zusammensetzung, Ernihrung, Alter usw.) be- 
einflussen kann. Damit erscheinen aber die wechselnden Resultate 
sowohl bei den verschiedenen Bakterienarten als auch bei ein und 
derselben durchaus verstindlich. Die bei Bac. subtilis beobachtete 
Konstanz diirfte, wie schon friiher erwihnt, auf die Sporenanlage 
zurickzufiihren sein, die der Zelle ja bekanntlich eine gréBere 


Widerstandsfihigkeit gegen alle schidigenden Einfliisse verleiht. 


Zusammenfassung. 

1. Erhitzte Bakterienaufschwemmungen zeigten in ihrer Trypa- 
flavinaufnahme ein unregelmaBiges Verhalten, das auch bei ein und 
derselben Bakterienart keine charakteristischen Abweichungen erkennen 
lieB. In elf Fallen ergab sich eine Abnahme der Farbstoffaufnahme, 
in vier eine Zunahme, in acht blieb sie unverindert. 

2. Die beobachteten Schwankungen der Farbstoffaufnahme zeigten 
sich nicht schlechthin vom Bakterientod abhingig, sondern waren 
Ausdruck des jeweiligen, nicht naiher faBbaren Hitzeeffektes als 
solchem. 

3. Durch Behandlung mit 50proz. Alkohol lieB sich die Firb- 
barkeit der Bakterien erheblich erhéhen; durch langdauernde Ein- 
wirkung von Chloroform und Ather nahm sie dreimal ab, einmal zu. 

4. Ungewaschene, noch die Nahrbodenschlacken enthaltene Bakte- 
riensuspensionen zeigten, stalagmometrisch gemessen, eine stark 
erniedrigte Oberflichenspannung. Nach Waschen der Bakterien und 
ihrer Wiederaufnahme mit reiner Kochsalzlésung ergab sich in allen 
Fallen der Wasserwert. 
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5. Bei Erhitzung der gewaschenen Suspensionen sank bei | 
Koli, Vibrio Finkler und Bac. Friedlander die Oberflaichenspann 
mit steigender Temperatur, wihrend sie bei Staph. albus, Bac. 
tilis und allen die Nahrbodenschlacken enthaltenden Fliissigkei: 
gar nicht oder nur unbedeutend zu beeinflussen war. 

6. Bei nochmaliger Waschung derjenigen Proben, die durc} 
Erhitzung eine Erniedrigung ihrer Oberflichenspannung  erfalire 
hatten, ergab die erneute Aufschwemmung in allen Fiillen abernials 
den Wasserwert, was darauf hindeutet, dai die friiher beobachtet 
Anderung im Tropfenwert der Suspensionsfliissigkeit auf einer Aus. 
Jaugung der Bakterien beruht. 

7. Bei zweitmaliger gleichartiger Erhitzung sank bei Bact. Koli 
die Oberflichenspannung wiederum erheblich, wihrend sie bei Vibri 
Finkler und Bac. Friedliinder den Wasserwert beibehielt. 

8. Eine konstante Beziehung zwischen Trypaflavinaufnahme und 
Oberflichenspannung der Bakteriensuspensionen war nicht in allen 
Fallen zu erkennen; in drei ging dem Sinken letzterer eine Erhéhung 
der Farbstoffaufnahme parallel, in zwei (Bac. subtilis und Staph 
albus) blieben sowohl Oberflichenspannung als auch Trypaflavin- 
aufnahme trotz Erhitzung konstant. 


Literaturangabe. 

1) Buchner, Zentralbl. f. Bakt. 7, 733, 1890. — 2) Hisenberg, eben 
daselbst 71, 420. — 3) Setffert, ebendaselbst 88, 151. — 4) Siehe Ber 
d. deutsch. chem. Ges. 45, 1787, 1912. — 5) Langer, Zeitschr. f. d. ges 
exp. Med. 1922, 8. 174. — €) Hahn und Remy, Deutsch. med. Wochen 
schrift, Jahrg. 48, Nr. 24, S. 793. — 7) Gildemeister, Zentralbl. f. Bak: 
88, 497. 
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Ein Beitrag zur Mikrosublimation des Indigo, 


Von 
Karl Pirsehle. 
{us dem pflanzenphysiologischen Institut der Wiener Universitat, Nr. 197 
der zweiten Folge.) 
(Eingegangen am 19. Januar 1923.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Es liegt in der Natur der Sache, daB man sich wegen der groben 
Bedeutung des Indigo fiir die Technik vorwiegend makrochemisch damit 
beschaftigt hat, mit der Feststellung seiner Konstitution und den 
sich daraus ergebenden Synthesen. Da’ und wie er sublimiert, wird 
nur so mehr nebenbei erwaihnt; mit Unrecht, da die Sublimation der 
Mikrochemie schon ausgezeichnete Dienste geleistet hat. 


Eingehend hat sich Molisch, auch mikrochemisch, mit Indigo 
beschaftigt. Nach ihm!) ,,erhalt man ein Sublimat, bestehend aus 
braunen Trépfchen und zahlreichen tiefblauen Kristillchen: Nadeln, 
Prismen, Spindeln, T-férmige Gebilde, Tafelchen mit so stark ein- 
gebuchteten Kanten, daB sie wie Kreuze erscheinen und andere“. 
Ich konnte einen solchen Formenreichtum nicht immer beobachten 


(die braunen Trépfchen besonders treten nur bei indirubinreichen 
Sorten auf); in der dritten Auflage begniigt sich auch Molisch mit 
dem Hinweis auf die Abbildung: ,,Bei vorsichtigem Erhitzen auf 290° 
verfliichtigt sich das Indigblau in purpurfarbigen Dampf, der sich zu 
charakteristischen, in Abb. 80 abgebildeten Kristallen kondensiert*’. 
Die in dieser Abbildung wiedergegebenen Formen, kleine Rhomben 
und gréBere, sechsseitige Tafelchen, treten auch immer auf. 
Charakteristisch erscheinen mir insbesondere die sechsseitigen 
Tafelchen (Abb. 1, 6). Sie kénnen, besonders bei starkerem Erhitzen, 
bedeutende GréSe annehmen, erscheinen oft in die Lange gestreckt 
und schmal, daB sie das Aussehen von Stabchen erlangen (a); sind 
diese Stabchen sehr schmal, so erscheinen sie als Nadeln (c), immer 


1) Mikrochemie der Pflanze, 2. Aufl., S. 241. Fischer, Jena, 
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sind aber diese Nadeln gerade, an den Enden stumpf (da sie eigen 


wenn auch sehr schmale, Prismen darstellen) und unverzweigt. 
bilden keine Nadelbiischel, wohl aber haufig, bei gréBerer Flai -_ 
ein dichtes Geflecht. Was die Rhomben anbelangt, so zeigt sich ry 3 
maBig gleich zu Beginn, also bei niedriger Temperatur, ein zi: 


blaBblauer Anflug undeutlich ausgebildeter Kérnchen (vgl. Tab = 
in dem dann die charakteristischen Tafelchen, Stabchen usw. zu shen 

sind. Die Kristalle sind schén blau. di 

ganz kleinen blaBblau, die dickeren icf. Mittl 


blau bis schwarz mit scharf konturierten [J Guat« 
Randern (d). 
AuBerdem beobachtete ich aber bei 
allen Sublimaten das Auftreten von rot- KR ¢erin; 
bis schokoladebraunen Nadeln, die, oft 
von bedeutender GréBe, einzeln oder in 
Biischeln liegen und oft schlangenformig 
gekriimmt sind (Abb. 2). Abgesehen von JJ Feine 
as Pasay weeny 29° rot then padi rang der Farbe unterscheiden sich diese Nadel 
VergroBerung etwa 40. von den vorigen dadurch, daB sie imme: 
spitz zulaufen, in der Regel gekriimmt sind 
(die langen schlangenférmig gewunden) 
C und haufig Verzweigungen zeigen, als ob 
sie aus mehreren zusammengedreht waren 
— Sie treten schon vor den charakteristisc hen 
Indigotinkristallen, also bei niederer Tem- 
peratur, auf und erweisen sich als Indi- JR(uter 
rubin. 


“, * Bevor ich naher darauf eingele 
"ha ye mochte ich in einer tabellarischen Uber. 


Mittel 




















sicht die Ergebnisse der Sublimationen, —— 

° . . . . 1 
die ich an dem reichhaltigen Material «es 

Abb. 2. Indirubinkristalle, durch Subli- ‘ * 

mation aus einem Indigoziegel erhalten. Instituts durchfiihren konnte, zusammen- 


VergréBerung etwa 40. 


der ei 
tragel 
stellen. und 

Die Sublimation wurde in der gewéhnlichen Weise!) durchgefiihrt. J Man 
Zweifellos ist es von Wichtigkeit, die Temperatur dabei zu messen. J thitz 


_ . . Bo er 
doch erhalt man*zu ungenaue Werte, wenn man ein Thermometc! a d 


auf den als Rezipienten fungierenden Objekttriger oder Deckglas &),,: q, 
aufsetzt, und die Versuche mit dem von Mayrhofer konstruierten J— Nadel 
Apparat?) scheiterten, da dieser Apparat zwar mit Alkaloiden und & hatter 
hschleaisanishibeimeibicd dureh 

1) Molisch, Mikrochemie, 3. Aufl., S. 29, c. ganz 

*) Mayrhofer, Schmelzpunktbestimmung verbunden mit Mikrosu! 2 
mation als Hilfsmittel zur Identifizierung organischer Arzneikérper vit J chen 
mikrochemischem Wege. Erhits 
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Tabelle I. 





ntersuchtes 
Material 


Ordinarer 
Guatemala 


Mittlerer 
Guatemala 


Geringer Java 


Feiner Java 


Mittel-Bengal 


Guter Bengal 


Zweites 


Sublimationsprodukt !) 


Drittes 


a)*) wenige blaue Kri- A.*) zahlreiche blaue wie das vorige, teil- 


stillechen, ganz ver- 
einzelt rotbraune 
Nadelgruppen 


a) zahlreiche rote Na- 

delchen und Nadel- 

gruppen, blaue Kri- 
stallchen 


a) tibersét mit rot- 
braunen Nadeln und 
, Nadelbiischeln, auch 
blaue Kristallchen 


a) roteTrépfchen, rot- 
braune, schlangen- 
formig gewundene 
Nadeln, Nadelbii- 

schel usw. 


a) tibersait mit blauen 
Tafelchen,  dazwi- 
schen und besonders 
am Rand rotbraune 
Nadelchen usw. 


, a) viele blaue Stiab- 
chen, Tafelchen usw., 
|| kurze braune Na- 
| deln ganz vereinzelt 


| am Rande 


Kristalle 


blaue 
und diinne 
Nadeln 


A. zahlreiche 
Tafeln 


A. einzelne — groBe 
blaue Tafeln 


A. bedeckt mit braun- 
roten, im  durch- 
fallenden Licht ru- 
binrot leuchtenden 
Nadeln 


ahnlich dem vorigen, 
die rotbraunen Na- 
delchen nur mehr 
vereinzelt; einzelne 


A. ahnlich dem vori- 
gen, aber keine brau- 
nen Nadeln mehr 


weise ein dichtes Ge- 
flecht blauer Nadeln 


A. am Rand ein dich- 
tes Geflecht diinner, 
fast schwarzer N adeln 


ein dichtes Gefiecht 

von tiefblauen, fast 

schwarz erscheinen- 
den Nadeln 


ahnlich dem vorigen, 
einzelne blaue Tafeln 


A.  einzelne, fast 
schwarz erscheinende 
Kristalle 


A. viele, fast schwarz 

erscheinende Kri- 

stalle, einzelne schén 
blaue Tafeln 


') Es wurde zunichst vorsichtig mit kleiner Flamme erhitzt, bis sich 


der erste Anflug deutlich zeigte, hierauf der als Rezipient dienende Objekt- 
triger gewechselt und die Sublimation bei gréBerer Flamme fortgesetzt, 
und schlieBlich, immer mit derselben Probe, langere Zeit kraftig erhitzt. 
Man mu8, um schéne Sublimate zu erhalten, bei Indigo etwas stirker 
erhitzen als sonst tiblich. Beginnt man aber gleich mit groBer Flamme, 
so erhalt man unschéne Praparate: Trépfchen, groBe unscharfe Kristalle, 
auf denen andere aufsitzen, usw. So erhielt ich z. B. mit Indirubin (Nr. 25) 
bei derartiger Behandlung nur groBe rote Tropfen, in denen einzelne dicke 
Nadeln lagen, an die sich winzige Indigotinkristallchen so dicht angesetzt 
hatten, daB schwer zu entscheiden war, ob die Nadeln rot oder blau waren; 
dureh Umsublimieren bei kleiner Flamme bekam ich aber auch hier ein 
yanz eindeutiges Bild ahnlich Nr. 25. 

*) Mit a) bezeichne ich der Kiirze halber den Anflug blaBblauer K6rn- 
chen (vgl. Text), der, was mit A. bezeichnet werden soll, bei starkerem 
Erhitzen als dichtes, ultramarinblaues Pulver erscheint. 
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Tabelle I. 


(Fortsetzung. ) 








Untersuchtes 
Material 


7. Feiner Bengal 


3. Benares- 
Indigo 


9, Madras- 


Indigo 


. Oude-Indigo 


. FeinerTirhoot 


. Hochfeiner 
Coventry- 
indigo 


3. Indigostiicke, 


Klatten, Java 


. Indigoziegel 
Nr.1 (Schwar- 
zer Hund, 
Prag) 


5. Indigoziegel 
Nr. 2 (von 
Vseteéka, 
Prag) 


). Indigoziegel 
Nr. 3 (von 
Miiller, Prag) 


Erstes 


a) wenige kurze rot- 
braune Nadeln 


+ 


a) lbersat mit blauen 
Kristalichen, dazwi- 
schen und besonders 
am Rand rotbraune 
Nadeln, Nadelgrup- 
pen u, -biischel usw. 


a) tibersét mit klei- 
nen braunroten Na- 
deln und Nadelgrup- 
pen, die gegen den 
Rand zu gréBer wer- 
den; einzelne blaue 
Tafelchen 


diinne rotbraune 
Nadeln und Nadel- 
gruppen, blaue Ta- 
felchen u. Stabchen 


a) 


a) rote Trdpfchen, 
iibersaét mit rotbrau- 
nen Niadelchen usw. 


a) rote Trépfchen, 

braunrote Nadeln, 

oft schlangenférmig 
gekriimmt 


rotbraune Trépfchen 
und Nadeln 


a) kleine braune Na- 
deln, einzelne blaue 
Tafelchen 


a) besonders a. Rand 
rotbraune Nadeln 


a) 


Zweites 


Sublimationsprodukt 


a) Ubersit mit rot- 

braunen Nadeln, 

dazwischen blaue 
Tafelchen 


wie das vorige, der 
Anflug dichter, die 
blauen Kristalle gré- 
Ber, die rotbraunen 
Nadeln nur mehr 
vereinzelt am Rand 


a) bedeckt m. blauen 
Stabchen und Tafel- 
chen, dazwischen u. 
besonders am Rand 

rotbraune Nadeln 


A. wie das vorige, 
die blauen Kristalle 
groBer, die braunen 
kiirzer u. in nur ge- 
ringer Zahl am Rand 


a) viele blaue Tiafel- 
chen u.Stabchen, ver- 
einzelt auch braune 
Nadeln 
A. Nadeln u. Nadel- 
biischel wie im vori- 
gen, aber kleiner; 
einzelne blaue Ta- 
felchen 


_ a) tibersét m. rot. Na- 


delchen, blaue Stab- 
chen und Tafelchen 


a) braune Nadeln, 


blaue Stabchen und 
Tafelchen 


a) bedeckt m. langen, 
schlangenformig ge- 
kriimmten Nadeln 


a) rotbraune Nidel- 
chen, blaue Stab- 
chen und Tafelchen 


A. kurze  rotbra 
Nadeln, elnzel 


blaue Tafel) 


A. darin einzelne, } 
schwarz erscheine 
Krist ble 


A. blaue Tafeln 


A. bedeckt mit vie 

schwarzen Krista 

einzelne schén | 
Tafeln 


A. ahnlich de: 

gen, die blauen | 

stalle liegen d 
und sind groje 


A. viele, oft 
blaue Tafe 


A. einzelne rot: 
deln, blaue Sti! 
Tafeln usw. 


A. bedeckt mit bla 
Stabchen usv 


A. zahllose 
Nadelchen, 
schen blaue % 

chen usw 


cag 


A. einzelne tief 
Stabchen 
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(Fortsetzung. ) 





uchtes Erstes 


Material 


rein, bedeckt mit kleinen, 
tiefblau bis schwar- 


zen Kristallchen 


Indigo 
BAF 


gelbe Trépfchen, da- 
rin, besonders am 
Rand, gelbe Nadeln 


‘Indigo 
Ho list 1) 


) Brillantindigo a) blaugriine Trdépf- 
ein Tetra- chen,am Rand kleine 
hlorprodukt) blaue Tafelchen 


nach 
hitzen ein schwacher 
Anflug von undeut- 
lichen, blaBblauen 
Kristallchen 


Wa idkugel 


zahlreiche blaueK6rn- 
chen, Tafelchen,Stab- 
chen, besonders hiu- 
fig Hférmige Gebilde 


1. Blute von 
Phajus macu- 
latus 


. Blatt von 
Polygonum 
tinctorum 


kleine Stabchen und 
Nadelchen 


. Blatt von gelbbraune  Tropf- 
Phajusgrandi- chen, darin winzige 
florus blaue K6ornchen 


Reines Indig- 
blau 


kleine Tiafelchen 
und Stabchen 


a) 


».Indirubin,aus ein schwacher An- 
Alkohol (vgl. flug blauer K6rn- 
chen, braunrote Na- 
deln usw. 
. Indirubin,aus rote Trépfchen, be- 
Essigsaure, deckt mit kurzen 
(vgl. Text) roten Nadeln 


kraftigem Er- | 


Zweites 


Sublimationsprodukt 


A. einzelne groBe 
blaue Tafeln 


ein dichtes Geflecht 
blaugriiner Nadeln 
und Nadelbiischel 
blaugriine Tropfchen, 
ein dichtes Geflecht 
blau bis blaugriiner 
Nadeln 


ahnlich dem vorigen, 
aber dichter, die 
Kristallchen gr6Ber 


a) ahnlich dem vori- 
gen, aber dichter 


wie das vorige, am 
Rand blaue Niadel- | 
chen und Stiabchen | 


ein dichtes Geflecht 
diinner Nadeln; aus- 
nahmsweise kommen 
hier auch Formen 
mit blattartig ver- 
breiterten, ausge- 
zackten Randern vor 
wie nach dem Um- 
kristallisieren 


einzelne blaue Stib- 
chen, braunrote ge- 
kriimmte Nadeln 


braunrote gekriimmte 
Nadeln 


1) Die Probe schmilzt bei starkerem Erhitzen. 


Biochemische Zeitschrift Band 136. 


Drittes 


ahnlich dem vorigen, 
am Rand ein Ge- 
flecht fast schwarzer 
Nadeln u. Staébchen 


ein dichtes Geflecht 
blau bis blaugriiner 
Nadeln 


aihnlich dem vorigen 


ein dichter Uberzug 
von blauen Stabchen 
und Nadelchen 


ahnlich dem vorigen 


ahnlich dem vorigen 


ahniich dem vorigen 


ahnlich dem vorigen 


ahnlich dem vorigen 
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anderen Substanzen, die niedrig sublimieren, ausgezeichnete Resul: te 
gibt, sich fiir Indigo aber, der erst bei hherer Temperatur (nach Mol s:) 
bei 290°) in Dampfform iibergeht, nicht geniigend anheizen laBt. 

Da die rotbraunen Nadeln, die, wie man sieht, allgemein auf. 
treten, wirklich Indirubin sind, konnte bewiesen werden: 

Unterscheiden sie sich durch Form und Farbe schon wesentlich 

von den Indigotinkristallen und gleichen den fiir Indirubin charak. 
teristischen!). 

2. Gibt reines Indigblau (durch Makrosublimation — erhaltene 
Kristalle, Indigo rein der BAF) keine solche Nadeln (vgl. Tabelle) 

3. Lassen sie sich umsublimieren und in charakteristischen Formen 
umkristallisieren, ohne die Farbe zu aindern. Man kann zum Un. 


Vj \ Wi. RAs 
Sa gee 


Abb. 3. Indigotin, aus heifs’em Paraffin umkristalliert. 
VergréBerung etwa 40, bei 46 etwa 380. 


4 
4 


2 


er sar 
4's *¥ Xa 


Abb. 4. Indirubin, aus heifem Paraffin umkristallisiert. 
VergroBerung etwa 40, bei 46 etwa 330. 


kristallisieren heiBes Paraffin, Anilin, Phenol usw. verwenden, doch 
erhielt ich mit Paraffin (paraffinum liquidum) die besten Resultate. 
Indigblau gibt dabei durchwegs schén blaue Kristalle, lange diinne 
Nadeln (Abb. 3, a) und kreuzférmige Gebilde, deren Arme blattartig 
verbreitert und gezackt sind (b). Indirubin gibt braune Kérnchen 
und Schollen und bei vorsichtigem Erhitzen ganz charakteristische, 
rote bis rotbraune Doppelpinsel und Nadelbiischel (Abb. 4), mit reinem 
Indirubin erhielt ich auch lange, haardiinne, vielfach verzweigte Nadeln 
von baumchenférmigem Aussehen 


1) Behrens, Mikrochem. Analyse, 1. Heft. 





leit h 
Kor! 


als | 


belle 
eine! 
an fi 
vleic 
Dab 
Indi 


ssi 
so V 
schw 
zWal 
nock 
bleil 


aber 


darf 
(70 

imm 
und 
Fort 


beok 
wegt 
das 

ware 
ware 
blau 
fehl 
jede 
dure 
nach 
zur 

phy! 
Blat 


berg 


lt ne 
elle) 
rmen 


Um. 


loch 
fate. 
Inne 
irtig 
shen 
che, 
nem 
leln 


Mikrosublimation des Indigo. 409 


4. Sind sie in Alkohol, Essigsiure, Paraffin usw. beim Erwirmen 
leichter léslich, man sieht die aus der dichten Masse von blauen 
Kornchen, wenn eine solche vorhanden ist, herausgelésten Nadeln 
als Negativ. 

5. Gibt reines Indigrot ausschlieBlich derartige Formen (vgl. Ta- 
belle). Solches Indigrot stellte ich mir her, indem Indigopulver (von 
einer Handelsware, mit Vorteil natiirlich von einer solchen, die reich 
an Indirubin ist) mit verdiinnter (etwa 2 proz.) Essigsiure und dann mit 
gleichfalls verdiinnter (etwa 2proz.) Kalilauge ausgekocht wurde. 
Dabei geht der Indigleim und dann das Indigbraun in Lésung, waihrend 
Indigblau und Indigrot nicht angegriffen werden’). 

Mit heiBem 96proz. Alkohol, besser mit heiBer konzentrierter 
Essigsiure 1aBt sich aus dem Riickstand das Indirubin ausziehen und 
so vom Indigblau trennen. Das Indigotin ist in Alkohol, wenn auch 
«hwer, doch teilweise léslich, und es bleibt durch Kochen mit Alkohol 
zwar reines Indigblau zuriick, die Indirubinlésung enthalt aber immer 
noch Indigotin. Erwirmt man aber kurze Zeit mit Essigsiure, so 
bleiben betrachtliche Mengen Indigrot ungelést, die Lésung selbst ist 
aber rein. 

DaB Indirubin allgemein bei der Sublimation von Indigo auftritt, 
darf nicht wundernehmen, da der natiirliche Indigo neben Indigblau 
(70 bis 90% bei den besten, in den minderen Sorten bis nur 20°) 


immer Indigrot, Indigbraun, Indigleim, Wasser und Asche enthalt 
und auch der kiinstliche vielfach nicht frei von Indirubin, seiner isomeren 


Form, ist*). 

Ich sublimierte direkt indigoliefernde Pflanzen (vgl. Tabelle) und 
beobachtete dabei nur das Auftreten von Indigotinkristillchen, die 
wegen der geringen Menge ihres Vorkommens in dem Pflanzenstiickchen, 
das sublimiert wurde, zwar klein und nicht so deutlich ausgebildet 
waren wie bei den anderen Proben, aber durchaus blau bis schwarz 
waren und sich spielend in die fiir Indigblau charakteristischen, schon 
blauen Nadeln usw. umkristallisieren lieBen. Von roten Nadelchen usw. 
fehlte sowohl in den Sublimaten als auch nach dem Umkristallisieren 
jede Spur. Es scheint sich also das Indirubin in der Pflanze selbst 
durch einfache Spaltung des Indikans nicht zu bilden, sondern erst 
nachtraglich bei der Behandlung. Nr. 21 und 22 war Alkoholmaterial 
zur Demonstration des Indikannachweises nach Molisch*), das Chloro- 
phyll war durch Alkohol extrahiert worden, um die Blaufarbung der 
Blatter bzw. Bliiten besser hervortreten zu lassen. Pa sich dabei und 


1) Ullmann, Enzyklopidie der techn. Chemie. Urban und Schwarzen- 
berg, Leipzig. 

2) Ullmann, }. c. 

3) Mikrochemie, 2. Aufl., S. 240. 
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durch das lange Stehen im Alkohol das Indirubin hatte gelést h; 
kénnen, brachte ich ein frisches Blatt von Phajus grandiflorus 4, 
24 Stunden in eine Ammoniakatmosphire, wodurch das Indikan 
spalten wird, und sublimierte dann; auch hier traten nur Indigo iy 
kristallchen auf (vgl. Nr. 23). 

Auf eine bemerkenswerte Erscheinung méchte ich noch ait. 
merksam machen. Wenn man beim Umkristallisieren ganz vorsic|)tiy 
erhitzt, so bildet sich eine Zone, auBerhalb der die Kristalle ge\is; 
sind, innerhalb welcher sie intakt bleiben. In dieser Zone aber ¢ 
scheinen die Kristalle, die blauen sowohl als die roten, farblos bis g« ||) 
es hat sich also der Farbstoff herausgelést und ein derartiges Ger iis: 
ist iibrig geblieben, das die Form der urspriinglichen Kristalle bis i; 
Einzelheiten erhalten zeigt. Um so bemerkenswerter erscheint 1: 
diese Tatsache deshalb, weil ich bei der Sublimation hier und da dire 
aihnliche gelbe Kristalle erhielt (Indigo Héchst, Mittel-Bengal, vgl. ‘l'a 
belle) und sich beim reinen Indigblau (Indigotinkristalle) nicht de) 
ganze Kristall sublimieren lie}, sondern ein gelbbraunes Geriist, formlic! 
ein hautiges Skelett, zuriickblieb. Vielleicht wird durch spatere Unte 
suchungen diese Sache geklart. 

Was den kiinstlichen Indigo anbelangt, so erhielt ich mit Nr. |s 
und 19 (Indigo Héchst und Brillantindigo) keine befriedigenden ki 
sultate, die Kristalle stimmen weder in Form noch nach dem Um. 
kristallisieren (es bilden sich Nadelbiischel, deren Enden, besonders 
am Rande des Priparats, so vielfach verzweigt sind, daB eisblumen- 
artige Formen entstehen) ganz mit den fiir Indigotin charakteristische: 
iiberein. Inwieweit die technische Darstellung daran schuld ist, konnt: 
ich nicht feststellen, da mir eine gréBere Anzahl kiinstlicher Indigo- 
praparate nicht zur Verfiigung stand und auch iiber die Art ihre: 
Herstellung nichts zu erfahren war. 

Ich wollte mit vorliegender Untersuchung nur feststellen, dali 
sich das Indirubin wie das Indigblau mikrosublimieren und charak. 
teristisch umkristallisieren laBt, daB es regelmaBig bei der Sublimatio 
von Indigo (Handelsware) auftritt, anscheinend aber nicht in dei 
Pflanze selbst durch einfache Spaltung des Glykosids, und in diese! 
Richtung die diesbeziiglichen Untersuchungen ergiinzen. 

Herrn Privatdozenten Dr. G. Klein danke ich herzlich fiir (i 
Anteilnahme, die er meiner Arbeit schenkte, und desgleichen ha! 
ich Herrn Assistenten Dr. Schmidt fir die freundliche Uberlassuny 
verschiedener Indigopraparate zu danken. 
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Zur Frage der Reversibilitit der Fibringerinnung. 
Von 
Georg Barkan. 
(Aus der medizinischen Universititsklinik Wiirzburg.) 


(Eingegangen am 19. Januar 1923.) 


Beim Studium des Blutgerinnungsproblems ist in neuerer Zeit 
die physikalisch-chemische bzw. kolloidchemische Betrachtungsweise 
mehr und mehr in den Vordergrund getreten. Neben Nolf!) und Isco- 
vesco”) hat in letzter Zeit besonders Hekma*) eine kolloidchemische 
Theorie des Fibringerinnungsvorgangs aufgestellt. Hekma hat beob- 
achtet, daB sich Fibrin in Alkali und Saure auch bei Zimmertemperatur 
verhaltnismaBig leicht lést. Aus derartigen Lésungen erhielt er durch 
Salzwirkung, durch Neutralisation, durch Serumzusatz wieder 
Flockungen und Gerinnsel, die er als echtes Fibrin anzusprechen geneigt 
ist. Ohne auf Einzelheiten der auf ausfiihrlichen Versuchsreihen fuBen- 
den Anschauung einzugehen, sei nur folgendes hervorgehoben. Da 
sich natiirliche Fibrinogenlésungen Saiuren und Alkalien gegeniiber aihn- 
lich verhalten wie Alkalifibrin, so sieht Hekma im Fibrinogen eine stark 
gequollene Alkaliadsorptionsverbindung des Fibrins. Die Fibrin- 
gerinnung kommt nach ihm durch die Uberfiihrung des Fibrins aus 
diesem ,,Alkalihydrosol*‘-Zustand in den Gelzustand durch Wasser- 
entziehung, also Entquellung zustande. Wesentlich ist, da nach 
dieser Theorie die Fibringerinnung ein reversibler Vorgang sein soll und 
daB es gelingen soll, durch Auflésen von Fibrin in Alkali jenes wieder 


in einen gerinnungsfahigen, den einer Fibrinogenlésung entsprechenden 
Zustand zu bringen. 

Die Frage der Reversibilitat gab die Veranlassung zu den folgenden 
Versuchen. Diese wurden in Anlehnung an die ersten Hekmaschen 
Versuche unter iibersichtlichen Bedingungen angestellt. 


1) P. Nolf, Arch. internat. de Physiol., Vol. 6, Fase. 1, 2 u. 3; eben- 
daselbst Vol. 7 u. 9. 

2) H. Iscovesco, C. r. Soe. de Biol. 60 u. 61, 1906. 

3) E. Hekma, diese Zeitschr. 62, 63, 64, 65, 73, 74, 77. 
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1. Material und Herstellung der Lisungen. 

Verwendet wurde rohes, im Schlachthaus durch Schlagen  \ (0; 
Rinderblut gewonnenes Fibrin, sowie solches, das Plasmaser\im. 
gerinnungen und Spontangerinnungen von Natriumfluoridplasma «1 
stammte. Bei der Herstellung des letzteren hielt ich mich an die \ oy 
Hekma') angegebenen Konzentrationen. In einem bestimmten Quantum 
einer 1,5proz. Natriumfluoridlésung wurde im Schlachthaus die gleiche 
Menge Rinderblut frisch aus der Ader unter Schiitteln aufgefangen 
Die Mischung wurde zentrifugiert und das klare Zentrifugat im lis. 
schrank iiber Nacht stehen lassen. Die Beobachtung Hekmas, (aj 
derartiges formelementfreies Plasma nach einiger Zeit Spontangerinninyg 
zeigt, konnte durchweg bestitigt werden. Nach Entfernung der ent 
standenen Gerinnsel tritt immer wieder aufs neue ein faidiger Nieder- 
schlag auf, und der ProzeB dieser langsamen Spontangerinnung gel! 
bei tagelangem Stehen bis zur volligen Erschépfung der Gerinnungs 
fahigkeit weiter. Fiir die Versuche wurden Gerinnsel verschiedenc: 
Fraktionen ohne Unterschied im Ergebnis verwendet. Bei allen handel: 
es sich ja zweifellos um echtes, wenn auch mehr oder weniger reines 
Fibrin. Fiir die Plasmaserumgerinnung wurde entweder ebenfalls 
Natriumfluoridplasma oder Natriumoxalatplasma verwendet. — Dieses 
wurde durch Auffangen von Blut in 1/0 Volumen einer 2proz. Oxalat- 
lésung erhalten, so daB schlieBlich ein Oxalatgehalt von 2/99 resultierte 
Dieses durch Abzentrifugieren von den Blutkérperchen gewonnene 
Plasma zeigte keine Spontangerinnung. Auf die prinzipiellen Unter. 
schiede in der gerinnungshemmenden Wirkung von Fluorid- und Oxalat- 
zusatz und die dafiir gegebenen Erklarungsversuche wurde von ver- 
schiedener Seite*) hingewiesen. Durch ZusammengieBen von Plasma 
und Serum in verschiedenen Mengenverhiltnissen wurden nach ver. 
schieden langer Zeit mehr oder weniger vollstindige Gerinnungen er- 
halten. Durch tiichtiges Umschiitteln lieBen sich gequollene, die ge- 
farbte Blutserumfliissigkeit enthaltende Fibrinflocken gewinnen. Diese 
wurden mit der Hand vorsichtig ausgepreBt und dann ebenso wie cic 
Ergebnisse der Spontangerinnungen in oft erneuertem destillierten 
Wasser schneeweiB gewaschen. Das verwendete rohe Fibrin wurde 
lange Zeit in flieBendem Wasser und dann ebenfalls in Aqua destillata 
blutfrei und salzarm gewaschen. Als Lésungsmittel fiir die Versuch 
der ersten Reihe wurde eine n/10 NaOH und eine n/10 HCl verwende' 
was einer 0,4- bzw. 0,365proz. Lésung entspricht. Mit diesen Kon- 
zentrationen hielt ich mich im Rahmen der auch von Hekma®) ange 


1) BE. Hekma, diese Zeitschr. 68, 184, 1914. 

2) P. Morawitz, Die Blutgerinnung. Methoden ihrer Erforschung 
Abderhaldens Handb. d. biochem. Arbeitsmethoden. 

3) E. Hekma, diese Zeitschr. 62, 161, 1914. 
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wendeten Lésungen. Die Fibrinflocken wurden zwischen Filtrierpapier 
moglichst von Oberflachenwasser befreit und in verschiedenen Mengen 
zu einem bestimmten Volumen der Alkali- oder Saurelésung gegeben. 
Immer war jedoch das Lésungsmittel gegeniiber dem etwa noch im- 
bibierten Wasser der Flocken derart im UberschuB, daB an der Kon- 
zentration der Lésungen fiir die vorliegenden Zwecke keine merkliche 
Anderung stattfand. Dies ist fiir die Anordnung und Beurteilung 
der Versuche beachtenswert. Simtliche Versuche wurden bei Zimmer- 
temperatur angestellt. 


2. Verhalten der Liésungen von Fibrin in n/10-Alkali und -Siure. 

Die Fibrinflocken fingen in den erwihnten n/10-Lésungen rasch 
zu quellen an. Je nach dem Mengenverhiltnis des verwendeten Fibrins 
trat verschieden rasch eine Lésung von mehr oder weniger opaleszentem 
Charakter ein. Die Lésung in der n/10 HCl nahm langere Zeit in An- 
spruch als die in Alkali. Bis zur vollstandigen Lésung vergingen aber 
auch bei diesem mehrere Tage. Diese wurde keineswegs immer ab- 
gewartet, sondern von dem ungelésten Rest abfiltriert und das Filtrat, 
das meist auch noch maBige Opaleszenz zeigte, verwendet. Versetzt 
man eine derartige Alkalifibrinldsung mit dem gleichen Volumen 
n 10 HCl, so bekommt man eine deutliche Triibung oder ausgesprochene 
Flockung; ebenso wenn man Siurefibrinlésung zu gleichen Teilen mit 
n LO NaOH versetzt. Mit einiger Genauigkeit im Neutralpunkt, soweit 
die Versuchsanordnung diesen zu treffen erméglicht, setzt die Flockung 
ein. Eine fadige Umbildung dieser Flockung oder gar echte Gerinnsel- 
bildung konnte in keinem einzigen Falle beobachtet werden. Dennoch 
handelt es sich wohl bei den verschiedenen Ausflockungen um die 
gleichen Erscheinungen, die auch Hekma, der nicht mit Normallésungen 
arbeitete, beobachtet hat. Unsere Anordnung hatte den Vorzug, die 
Neutralisierung einigermaBen genau bewerkstelligen zu kénnen. Die 
wiinschenswerte Charakterisierung des Flockungsoptimums unter An- 
gabe einer bestimmten Wasserstoffionenkonzentration durch das 
Arbeiten mit abgestuften Puffergemischen war mir aus aiuBeren Griinden 
vorerst leider nicht méglich. 

Die Deutung dieser Flockung im Neutralpunkt kann doch wohl 
nur die sein, daB wir es bei den Alkali- oder Saurefibrinlésungen mit 
verindertem ,,denaturierten®’ EiweiB zu tun haben. Die Erscheinung 
des Flockens im Neutralpunkt ist beinahe als charakteristisch fiir die 
entstandene Bildung von Alkali- bzw. Azidalbuminaten zu bezeichnen ; 
denn sie ist eine lingst bekannte, diesen beiden Arten verinderter 
EiweiBstoffe zukommende Reaktion!). Erinnert sei nur beispielsweise 


1) Vgl. z. B. Hammarsten, Lehrb. d. physiol. Chem. 9. Aufl. 1922, 8S. 96. 
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an das sogenannte Neutralisationsprazipitat, das man in EiweiBlésun 
die der Magenverdauung unterworfen wurden, erhalt und das aut 
Ausflockung von Azidalbumin beruht. 

Es ist auch das Ergebnis der Flockung ein anderes, ob man \ on 
Alkali- oder Saurefibrin ausgeht, was in der verschiedenen Empfiii. 
lichkeit gegeniiber Reaktionsinderungen seinen Ausdruck findet. \Vir 
aus folgendem Beispiel als einem aus zahlreichen Versuchen hery or. 
geht, ist der aus Alkalifibrinlésung mittels Neutralisation ausgefloc kt 
Niederschlag durch Zusatz von zwei bis drei Tropfen einer n/10 Na()H 
oder n/10 HCl wieder glatt zu lésen. 


Nr. 1. 5cem einer filtrierten Lésung von Rohfibrin in n/10 NaOH + 5m 
n/10 HCL. 
Resultat: Sofort dicke Triibung und Flockung. 
Die triibe, aufgeschiittelte Lésung wird auf zwei Reagenzgliiser. 
verteilt. 
. Halfte + 3 Tropfen n/10 HCl. 
Resultat: Klarung. 
II. Halfte + 2 Tropfen n/10 NaOH. 
Resultat: Klarung. 

Dasselbe Ergebnis hatten Versuche mit héher konzentriertem 
Alkalifibrin, sowie entsprechende Versuche mit Plasmafibrin, deren 
Anfiihrung im einzelnen hier unterbleiben mag. Immer war die Flockung 
gegen Reaktionsinderungen in dem angefiihrten Mae empfindlich 


Saurefibrin, das einmal ausgeflockt war, vertrug derartige Reaktions- 
iinderungen weit besser und es bedurfte eines gréBeren Zusatzes von 
n/10 Alkali oder Saiure, um die dickgetriibte Lésung wieder zu kliren 
wie folgendes Beispiel im Vergleich zu dem vorigen zeigt. 


Nr. 2. 5cem einer filtrierten Lésung von Rohfibrin in n/10 HCl + 5 ccm 
n/10 NaOH. 
Resultat: Deutliche Flockung. 
Wie vorher verteilt auf zwei Reagenzglaser. 
. Halfte + 3 Tropfen n/10 NaOH. 
Resultat: Keine Klarung. 
Tropfenweise weiterer Zusatz; erst beim 7. Tropfen ist dic 
Flockung in Lésung gegangen. 
. Halfte + 3 Tropfen n/10 HCl. 
Resultat: Keine Klarung. 
Erst beim Zusatz von im ganzen 9 Tropfen ist Lésung eingetreten. 
Ein derartiges Verhalten spricht mit groBer Wahrscheinlichkeit 
dafiir, daB wir in beiden Fallen zwei ganz verschiedene Dinge vor wns 
haben. Bei der Annahme von geflocktem Fibrin, das lediglich dur) 
die Alkali- oder Saurewirkung in den Solzustand iibergefiihrt war 
wahrend es im Neutralpunkt in den Gelzustand iibergeht, wiire «in 
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derartiges Verhalten unverstandlich. Hingegen stimmt es iiberein mit 
allen Erfahrungen an Azid- und Alkalialbuminaten. Die aus ein und 
demselben EiweiBstoff mit Saure oder Alkali erhaltenen Denaturierungs- 
produkte sind durchaus nicht identisch, ihre verschiedenen Eigenschaften 


,, . auch in der Léslichkeit daher verstaindlich. Im iibrigen ist es 
eine lange bekannte Tatsache, da bei hdherer Temperatur und lingerer 
Kinwirkung Fibrin sich in Alkalien und Sauren nicht ohne N-Austritt 
in Form von Ammoniak lést. Es scheint auch bei Zimmertemperatur 
eine Denaturierung stattzufinden, wofiir die angefiihrten Beobachtungen 
bei der Flockung sprechen. 


3. EinfluB von Serumzusatz auf die Flockung in den beschriebenen Fibrin- 
lésungen. 

Mit Riicksicht auf den dem Fibrinogen zugesprochenen Charakter 
als Alkalifibrin war es von Interesse, den auch von Hekma untersuchten 
KinfluB von Serum auf die beschriebenen Fibrinlésungen zu studieren. 
Wie Hekma betont, gelingt bei zu alkalischer Reaktion eine Ausfaillung 
des gelésten Fibrins durch Serum nicht, wohl aber in schwach alkalischen 
Lisungen. In n/10 Alkali ist Zusatz von Serum wirkungslos, wie folgen- 
der Versuch zeigt. 

Nr. 3. 5cem Filtrat V. 8a (Fibrin in n/10 NaOH) + 5cem Rinderserum. 
Resultat sofort: Keine Fallung, 
nach 414 Stunden: Keine Fallung. 

Auf Versuche mit verdiinnterem Alkali werde ich in einer weiteren 
Versuchsreihe zuriickkommen. Hier kam es darauf an, zu untersuchen, 
wie das ausgefallte fragliche Fibrin, durch geringe Reaktionsanderung 
wieder in Lésung gebracht, sich Serum gegeniiber verhalten wiirde. 
Ferner wurde der EinfluB von Serum auf das geflockte ,,Fibrin* unter- 
sucht. Es wurde bei allen Versuchen nur solches Serum (von Mensch 
und Rind) verwendet, dessen Wirksamkeit gegeniiber fibrinogen- 
haltiger Lésung durch kontrollierende Gerinnungsversuche erwiesen war. 

Uber den iibereinstimmenden Ausfall der Versuche unterrichtet 
folgende Auswahl. 

Nr. 4. 5eem Filtrat V.2 (Fibrin in n/10 NaOH) + 5ecem n/10 HCL. 
Resultat: Dicke Tvriibung und Flockung. 
Nach Umschiitteln verteilt auf zwei Reagenzglaser. 
. Halfte + 3 Tropfen HCl bis zur Klarung, 
+ 6 Tropfen Serum (Mensch). 
Resultat: Dicke Triibung und Flockung. 
. Halfte + 2 Tropfen n/10 NaOH bis zur Klarung, 
+ 6 Tropfen Serum. 
Resultat: Bleibt klar. 
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Ansatz wie Nr. 4. 
Resultat: Dicke Triibung. flock 
Verteilt wie oben auf zwei Reagenzgliser. kein 
. Halfte + 2 Tropfen n/10 NaOH: Klarung, sova 
+ 6 Tropfen Serum. dure 
Resultat: Bleibt klar. o 
Na 
. Halfte ohne weiteren Zusatz von Alkali oder Saure + 6 Tropfe Nr 
Serum. ; 
Resultat: Klarung. lil 
chit 
5eem Filtrat V. 4 (Fibrin in n/10 NaOH) + 5cem n/10 HC! Poel 
le: 
Resultat: Triibung. 
wied 
. Halfte + 2 Tropfen n/10 HCl: Klarung, nile 
+ 6 Tropfen Serum. Bef 
- ft 
Resultat: Dicke Triibung. 
. - > om . ; rege 
. Halfte ohne Alkali oder Saéure + 6 Tropfen Serum. 
Resultat: Klarung. par 
Seru 
Ansatz wie Nr. 6. kind 
<0 
Resultat: Triibung und Flockung. Fl 
OC 
. Halfte + 1 Tropfen n/10 NaOH: Klarung, 
Sam . acht 
+ 6 Tropfen Serum. ne 
Resultat: Bleibt klar. fon 
. Halfte ohne Alkali oder Saure + 6 Tropfen Serum. 
Resultat: Klart sich. Das 
mt . bey. i ‘ - Nr. 
5cem Filtrat V. 8a (Plasmafibrin in n/10 NaOH) + 5 cem n/ 10 H¢ 
Resultat: Triibung. 
. Halfte + 3 Tropfen n/10 HCl bis Klarung, 
+ 6 Tropfen Serum (Rind). 
Resultat: Flockiger, dicker Niederschlag. 
. Halfte + 1 Tropfen n/10 NaOH: Klarung, 
+ 6 Tropfen Serum. 
Resultat: Bleibt klar. Nr. 
Ansatz wie Nr. 8. 
Resultat: Flockung. 
. Halfte + 1 eem Serum. 
Resultat: Klarung. 
. Halfte + 2 Tropfen n/10 HCI: Klarung, 
+6 Tropfen Serum. 
Resultat: Flockung. 
(Kontrollansatz). 5 cemn/10 NaOH + 5cemn/10 HCl. — 
. Halfte + 3 Tropfen n/10 HCl, sche 
+ 6 Tropfen Serum. fibr 
Resultat: Spur Opaleszenz. Auf 
. Halfte ohne Alkali- oder Saiurezusatz + 6 Tropfen Serum. wur 
Resultat: Bleibt klar. dak 
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Immer zeigte sich also in schwach saurer Lésung die stark 
flockende Wirkung des Serums, wahrend in schwach alkalischer Lésung 
keinerlei Fallung zu verzeichnen war und im Neutralpunkt Serumzusatz 
sogar eine Lésung des Niederschlags bewirkte. Wir tiberzeugten uns 
durch jedesmalige Kontrolle, daB bei gleicher Reaktion und bei gleichem 
Na(l-Gehalt das verwendete Serum allein keine Flockung ergab. 
\r. 10 zeigt ein Beispiel eines derartigen Kontrollversuchs. 

Die Versuche wurden auch mit gréBeren Serumzusatzen mit ahn- 
lichem Resultat angestellt, nur zeigte sich, daB bei schwach saurer 
Reaktion die anfingliche Flockung bei weiterem Serumzusatz sich 
wieder léste und daB sie erst bei Zugabe einiger weiterer Tropfen 
n 10 Saéure intensiv einsetzte. Mit Riicksicht auf die Hekmaschen 
Befunde sei erwaihnt, da auch wir gelegentlich, jedoch durchaus nicht 
regelmaBig, Umwandlung in fadige gerinnselartige Gebilde beobachteten, 
und zwar bei langerem, meist mehrtigigem Stehenlassen der durch 
Serum im schwach Sauren erzielten Flockungen. Diese Beobachtung 
konnte uns jedoch durchaus nicht dazu fiihren, das Ergebnis der 
Flockung nun als Fibrin anzusprechen. Eine Besprechung der beob- 
achteten Tatsachen soll erst nach Beschreibung der Befunde an Saure- 
fibrinlésungen erfolgen. 

Die Ansitze waren bei diesen ganz entsprechend den friitheren. 
Das Resultat war ein ihnliches, folgende Beispiele mégen geniigen. 
Nr. 11. 5cem Filtrat V. 1 (Fibrin in n/10 HCl) + 5 cemn/10 NaOH. 

Resuitat: Flockung. 
I. Halfte + 6 Tropfen Serum. 
Resultat: Ohne Einflu8 auf bestehende Flockung. 

If. Halfte + 7 Tropfen n/10 NaOH bis Klarung, 

+ 6 Tropfen Serum. 
Resultat: Bleibt klar. 
Nr. 12. Ansatz wie Nr. 11. 
Resultat: Deutliche Flockung. 
I. Halfte + 9 Tropfenn/10 HCl bis zur Klarung, 
+ 6 Tropfen Serum. 
Resultat: Dicke Flockung. 

II. Halfte + 6 Tropfen Serum. 

Resultat: Ohne EinfluB8 auf bestehende Flockung. 

Es zeigt sich also auch bei diesen Versuchen die flockende Wirkung 
von Serumzusatz im Sauren, ihr Fehlen im Alkalischen. Dagegen unter- 
scheidet sich die Flockung des Saiurefibrins dadurch von der des Alkali- 
fibrins, daB Serum im Neutralpunkt keine lésende Wirkung zeigt. 
Auf den Unterschied in der Empfindlichkeit gegen Reaktionsanderung 
wurde bereits hingewiesen und darin auch ein Beweis dafiir erblickt, 
daB es sich bei den beiden Flockungserzeugnissen um zweierlei ver- 
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schiedene Substanzen handelt. Offenbar ist die lésende Wirkung 
Serum auf Alkalifibrin im Neutralpunkt und ihr Ausbleiben 
Saurefibrin auch nur ein Ausdruck fiir diese verschiedene Haltba: | 
der Flockung bzw. fiir die verschiedene Breite des Flockungsoptim:::\. 
Uberblickt man die angefiihrten Erscheinungen, so sieht ja: 
daB sie schwer vereinbar sind mit der Vorstellung Hekmas.  \ ac‘ 
dieser hatte man es im Neutralpunkt mit ausgeflocktem Fibrin zu ‘uy 
Die Lésung desselben zum Sol durch geringfiigigen Alkalizusatz m ijt, 
es in den Zustand versetzen, der nach Hekmas Theorie der natiirlic)\ 
Lésungszustand des Fibrins, also gleich Fibrinogen ist. Hier miilit. 
sich der fallende EinfluB des Serums bemerkbar machen; aber wie <i 
Versuche zeigen, fehlt er gerade hier, und nur auf der sauren Seiti 
vom Flockungsoptimum tritt seine Wirkung zutage. 
Offenbar handelt es sich eben bei den beschriebenen Erscheinun ye 
gar nicht um einen Vorgang, der mit der Fibringerinnung etwas 7) 
tun hat. Was wir sehen, ist lediglich die gegenseitige Fallung zweie: 
Kolloide unter bestimmten Bedingungen, im vorliegenden Falle in 
schwach saurer Lésung. Es handelt sich hier um eine ganz allgemein 
Erscheinung, wie wir sie beispielsweise an der gegenseitigen Flocking 
von Chondroitinschwefelsiure und anderer kolloider Stoffe im Harn mit 
Serumalbumin bei schwach saurer Reaktion sehen, eine Tatsache, dic ja 
beim Studium des sogenannten Essigsiurekérpers eine groBe Rolle spiclt 
Lést man etwa gekochtes HiihnereiweiB in n/10 NaOH, so bekommt 
man ganz analoge Ergebnisse mit Serum, wie folgendes Beispiel lelirt 
2,75 g gekochtes EiereiweiB werden mit 100 cem n/10 NaOH be: 
Zimmertemperatur angesetzt. Es tritt ziemlich rasch Quellung cin 
Nach 24 Stunden ist der gréBte Teil in Lésung gegangen. Vom \: 
gelésten wird abfiltriert; man erhalt eine gelbliche, stark opaleszieren« 
Fliissigkeit, die zu folgenden Versuchen benutzt wird. 
Nr. 13. 5eem Filtrat V. 7 (EiereiweiB in n/10 NaOH) + 5 eem n/10 HC! 
Resultat: Triibung. 


. Halfte + 5 Tropfen n/10 HCl: Triibung lést sich zur schwaclien 
Opaleszenz. + 6 Tropfen Serum (Mensch). 
Resultat: Dicke Flockung. 
. Halfte + 3 Tropfen n/10 NaOH: Triibung lést sich zur schwaclie 
Opaleszenz. -+ 6 Tropfen Serum. 
Resultat: Keine Flockung. 
Ansatz wie Nr. 10. 
Resultat: Triibung. 
. Halfte + 6 Tropfen Serum. 
Resultat: Aufhellung der Triibung. 
. Halfte + 3 Tropfenn/10 KCl bis zur Aufhellung, 
+ 6 Tropfen Serum. 
Resultat: Dicke Flockung. 
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Man erkennt an diesem Beispiel das den Fibrinlésungen ganz 
maloge Verhalten: Flockung im Sauren, Fehlen derselben im Alkalischen 
yn Aufhellung im Neutralpunkt. Von Versuchen mit in Saure ge- 
jistem Eiweif wurde abgesehen, da dieses sich bei Zimmertemperatur 
in n/ LO NCI auch nach langerem Stehen kaum merklich lost. 

Aus den angefithrten Tatsachen scheint uns mit Sicherheit hervor- 
migehen, da wir es in den Lésungen mit Fibrin in n/10-Alkali und -Saure 
ei Zimmertemperatur mit Denaturierungsprodukten zu tun haben, 
ind daB die beobachteten Flockungen bei Neutralisation und unter 
serumeinfluB nichts dem Gerinnungsvorgang als solchem Vergleich- 
hares ist. 


!. Das Verhalten der Liésungen von Fibrin in verdiinnterem Alkali. 

In weiteren Versuchsreihen gingen wir daran, das Verhalten von 
Fibrin in verdiinnteren Alkalilésungen zu verfolgen. Durch 20fache 
Verdiinnung einer n/10 NaOH wurde eine Lésung von etwa 0,02°, 
Gehalt an NaOH hergestellt. Eine derartige Lésung halt sich im 
‘ahmen der auch von Hekma fiir seine Versuche in verdiinnterem 
Alkali angewandten Konzentrationen. Ich beschrinke mich, um 
einheitliche Verhaltnisse zu schaffen, auf diese eine Verdiinnung. In 
derartig verdiinntem Alkali lést sich fertig gebildetes Fibrin, also 
durch Schlagen von Blut gewonnenes und gewaschenes Fibrin auch 
nach tagelangem Stehen bei Zimmertemperatur nur sehr unvollkommen. 
Ebensowenig gelang es, Fibrin, das der Spontangerinnung von zusatz- 
friem Plasma entstammte (gewonnen durch Zentrifugieren von Biut, 
das direkt aus der menschlichen Vene in paraffinierten Glischen auf- 
vefangen wurde), einigermaBen rasch in 0,02proz. NaOH zur Lésung 
zu bringen. Gerade das zuletzt genannte zusatzfreie und daher am 
wenigsten veranderte Fibrin hitte in seinem Verhalten in Lésung 
interessiert. Fast hat es den Anschein, daB gerade die vorherige Ein- 
wirkung von Salzen, wie sie zur Gewinnung von Plasma meist ange- 
wandt werden, eine Voraussetzung fiir die glatte Lésung daraus ge- 
wonnenen Fibrins in verdiinntem Alkali ist. Ein derartiges Verhalten 
ware vom kolloidchemischen Standpunkt durchaus denkbar, jedoch 
fehlen mir speziell darauf gerichtete Versuche, die ich bei geeigneter 
Gelegenheit nachzuholen gedenke. 

Es kamen daher schlieflich fiir die Lésung in verdiinntem Alkali 
die eingangs bereits erwahnten Fibringerinnsel zur Verwendung, die 
Spontangerinnungen von Fluoridplasma oder unter Serumwirkung in 
Mluorid- oder Oxalatplasma eingetretenen Gerinnungen entstammten. 
Nach griindlichem Waschen listen sich solche Fibrinflocken in 0,02 proz. 
NaOH bei Zimmertemperatur nach anfanglicher Quellung meist rasch, 
langstens innerhalb 24 Stunden, oft schon in wenigen Stunden, ja 











420 G. Barkan: 


sogar gelegentlich in weniger als einer Stunde. Ich kann noch | 

sagen, worauf die Unterschiede in der Quellbarkeit und ,,L6slichk. i; 

beruhen. Das etwa verschiedene Alter der Fibrinflocken ist datiir 

nicht maBgebend, wovon ich mich wiederholt tiberzeugen konite 

Moglich ist, daB die Dauer des vorangegangenen Waschprozesses (en 

Vorgang beeinfluBt, was mit der oben angeschnittenen Frage les 

Salzeinflusses in Zusammenhang zu bringen wire. 

Die Lésungen wurden vor der weiteren Verwendung samtlich 
filtriert, wobei sich in der Mehrzahl der Fille ganz wasserklare Filtrate 
ergaben, gelegentlich jedoch auch solche von mehr oder minder starker 
Opaleszenz. Neutralisationsversuche ahnlich denen der ersten Reihe 
mit n/10 Alkali fiihrten bei diesen Lésungen nicht zum Ziel. So gelang 
es beispielsweise nicht, durch Versetzen einer derartigen Lésung mit 
1/49 Volumen n/10 HCl eine Flockung zu erzielen. 

Nr. 15. 16,5 cem Filtrat V. 12 (Plasmaserumfibrin in 0,2 proz. NaOH). 
+ 0,83 cem n/10 HCl (Reaktion gegen Lackmus neutral). 
Resultat: Keinerlei Flockung oder Triibung. 

Die friiher angewandte Methodik versagte hier; ob das daran lay, 
daB wegen der geringfiigigen Alkalikonzentration eine einigermaben 
genaue Neutralisation auf die angegebene Art nicht méglich war, oder 
ob in so verdiinntem Alkali bei Zimmertemperatur eine Denaturierung, 
die in einer Neutralisationsflockung sich ausdriickt, nicht stattfindet, 
lasse ich zunichst dahingestellt. Das andersartige Verhalten der- 
artiger Lésungen beispielsweise gegentiber Serum scheint fiir das grund- 
sitzlich Verschiedene beim Lésungsvorgang in 0,02proz. NaOH zu 
sprechen. 


5. Die Einwirkung von Serum. 

Von der grundsitzlichen Frage der Reversibilitat der Fibrin- 
gerinnung ausgehend, interessierte in erster Linie das Verhalten des 
in derart verdiinntem Alkali zur Lésung gebrachten Fibrins gegeniiber 
trombinhaltiger Fliissigkeit, also beispielsweise Serum. In der Tat 
gelang es meist, durch Serumzusatz in verschiedenen Mengenverhiilt- 
nissen zu der Alkalifibrinlésung Gerinnung bzw. Gerinnselbildung 
hervorzurufen. Wie bereits Hekma beschreibt, bekommt man entweder 
fidige Gerinnsel, die beim Schiitteln in Knauelform an die Oberflache 
steigen, oder es bildet sich ein feines Haiutchen an der Oberflache der 
Fliissigkeit. Die ersten Gerinnsel kann man oft schon nach kurzer 
Zeit beobachten, nach lingerem Stehen erfolgt eine Zunahme. Mit- 
unter bekommt man komplette Gerinnung derart, daB die ganze Fliissiv- 
keit gelatinés erstarrt. Bei starkem Schiitteln zerfallt dann die Mas-« 
in Flocken von mehr oder weniger ausgesprochen fadigem Charakter. 
Ich konnte mich nicht davon iiberzeugen, da® dieses geschilderte ver- 
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«hiedene Verhalten bei der Gerinnung, das doch lediglich einen 
yraiuellen Unterschied anzuzeigen scheint, nur von der verschiedenen 
Konzentration der Alkalifibrinlésung und der verschiedenen Menge an 
zugesetztem Serum abhiangt. Denn auch bei vollig gleichmaBigem 
Vorgehen beziiglich der Fibrinmenge und des zur Lésung angesetzten 
\lkalis sowie des zugefiigten Serums bekam ich gelegentlich verschiedene 
‘esultate. Das damit parallel gehende differierende Verhalten in 
anderer Beziehung wird spater noch zu erwahnen sein. Offenbar spielen 
noch nicht iibersehbare Einfliisse bei den kolloidalen Zustandsinde- 
rungen, mit denen wir es hier zu tun haben, eine komplizierende Rolle. 
\r. 16. 3cem Filtrat V. 12 (Fibrin in 0,02 proz. NaOH) + 1 ccm 
frischen Serums. 
Resultat sofort: Geringe Opaleszenz, 
iiber Nacht: Fadig-flockiger Niederschlag. 
10 cem Filtrat V. 12 + 3,5 eem Serum. 
Resultat sofort: Opaleszente Triibung, 
iiber Nacht: Feines Hautchen. 
15 cem Filtrat V. 16 (Spontangerinnsel von Fluorid-Plasma in 
0,02 proz. NaOH) + 5cem Serum. 
Resultat itiber Nacht: Feine Flockenbildung. Beim Schiitteln zeigt 
sich ein feines an die Oberflache steigendes Hiutchen. 
I. 15cem Filtrat V. 13 (Fibrin von Plasma-Serumgerinnung in 
0,02 proz. NaOH) + 5ccem Serum. 
Resultat sofort: Fadige knaiuelf6rmige Flockung, die im Laufe 
von Minuten stark zunimmt, 
iiber Nacht: Dicker Fadenkniuel. 
II. 15cem Filtrat V. 13 + 1 cem Serum. 
Resultat sofort: Geringe Opaleszenz, 
iiber Nacht: Zu gelatinésen Gallerte erstarrt; fallt beim 
Schiitteln in gelatinédse Gerinnsel auseinander. 

Man erkennt aus der Zahl der angefiihrten Beispiele das verschiedene 
Verhalten bei Serumzusatz. 

Unter der Annahme einer mit der bei der natiirlichen Fibrin- 
gerinnung identischen Einwirkung des Serums miiBte man erwarten, 
daB inaktiviertes Serum, das ja bekanntlich seine Trombineigenschaften 
verliert, auch gegeniiber jenen Alkalifibrinlésungen nicht mehr ge- 
rinnungserzeugend wirkt. Dieses war aber nun durchaus nicht regel- 
maBig der Fall. Zwar zeigte sich in Lésungen, die durch das betreffende 
Serum nur zur teilweisen Gerinnung (Hautchen- und Knauelbildung) 
gebracht wurden, daB einstiindiges Erhitzen des Serums auf 58 bis 60° 
dieses unwirksam werden lieB; jedoch wurde wiederholt beobachtet, 
daB auch derart vorbehandeltes Serum seine Wirksamkeit behielt, 
und zwar meist dann, wenn mit dem nicht erhitzten Serum vorher 
eine starke Flockung oder gelatinése Erstarrung erzielt wurde. Die 


folgenden beiden Versuche sind Beispiele fiir das jeweilige Verhalten. 
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.3cem Filtrat V. 17 (Spontangerinnsel von Fluoridplasm 
0,02 proz. NaOH) + 1lecem Serum nicht erhitzt. ‘ 
Resultat sofort: Teilweise Flockung, b 
iiber Nacht: Hautchenbildung, di 
nach 48 Stunden: Weitere Zunahme der Flockw | 
.3cem Filtrat V. 17 + lecem Serum 1 Stunde auf 58° er! Uy 
Resultat sofort: Keinerlei Flockung, Ri 
iiber Nacht: Spur Flockung, hy 
nach 48 Stunden: Ganz geringe Flockung. iF 
1,5 cem Filtrat IT, 8. 7/2 (Gerinnsel von Plasmaserumgerin: . 

in 0,02 proz. NaOH) + 0,5 ecem Serum nicht erhitzt. 

Resultat: nach einigen Stunden: Gerinnung, gelatindse |) ee 
starrung des ganzen R6hrcheninhalts. Ke 
15cem Filtrat I], 8.7/2 + 0,5 cem Serum 1 Stunde aut dl 
erhitzt. Ki 
Resultat: Gerinnung wie beim nicht erhitzten Serum. dit 

Das geschilderte Verhalten legt den Gedanken nahe, dal 
Serumeinwirkung den gesagten Lésungen gegeniiber gar keine Trombin ms 
wirkung sei, sondern eher vielleicht eine EiweiB- oder Salzwirkung lo 
darstelle. i 

i: 
6. Einwirkung von Trombinlésungen. 

Es wurden zunichst Versuche mit eiweiBarmen, nach A. Schmid W 
hergestellten Trombinlésungen angestellt. Sind die Lésungen bi 
Fibrin in Alkali (0,02proz. NaOH) fibrinogenhaltigen Fliissigkeiten Ni 
gleichzusetzen, so mu auf letztere wirksames Fibrin auch in jene: un 
Gerinnung hervorrufen. In der Tat ist dies nicht der Fall, wie folgenc no 
Zusammenstellung nebst entsprechenden Kontrollen aus einer Reily 7M 
gleichartiger Versuche zeigt.') Al 
Nr. 22. 3cem Filtrat V. 17 (Fluoridplasmafibrin in 0,02 proz. NaOH A 

leem Trombinlésung. Ni 
Xesultat: Keinerlei Triibung, Flockung oder Gerinnselbilduny 
3cem Filtrat V.17 + 1ecem Serum. 
Xesultat: Ziemlich reichlich zum Teil fadige Flockung. 
3cem Rinderplasma + 1 cem Serum. Ni 
Resultate: Gelatinése Erstarrung. Vi 
3cem Plasma + 1 cem Trombinlésung. be 
Resultat: In toto stark getriibt, dickfliissig, beim Schiitteln fidig 

flockige, dicke Gerinnsel an die Oberflache steigend 

Auch nacli 24 Stunden zeigt sich keinerlei Wirkung des Trom|ins 
auf die Alkalifibrinlésung. rill 
—_—_—_—_——— ; Se 

') Die Unwirksamkeit von Trombin gegeniiber in Alkali geloste: — 
Fibrin geht auch aus Versuchen von Herzfeld und Klinger hervor. Lies 
Zeitschr. 83, 228, 1917. 
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Um einigermaBen quantitativ tibersichtliche Verhiltnisse zu 
s haffen, wurde in weiteren Versuchen folgendermaBen vorgegangen. Das 
bei der Gerinnung erhaltene und gewaschene Fibrin wurde in annahernd 
dem gleichen Volumen Alkali zur Lésung gebracht, wie dasjenige des 
Plasmas betrug, dem. es entstammte. Beispielsweise also so: 50 ccm 
(.2proz. Natriumoxalatplasmas wurden durch Zusatz von 10 ccm 
Rinderserum zur Gerinnung gebracht. Die erhaltenen Gerinnsel, wie 
beschrieben, vorsichtig zerquetscht und gewaschen und médglichst 
quantitativ in 40 cem 0,02proz. NaOH iibertragen. Unter der An- 
nahme von etwa 20 % Verlust bei dieser MaBnahme muBte die schlieBlich 
nach erfolgter vollstandiger Lésung resultierende Fliissigkeit die gleiche 
Konzentration an gerinnungsfihiger Substanz haben wie das Plasma, 
dem sie entstammte. Sicher waren die Verluste geringer, also die 
Konzentration eher gréBer. Auch mit derartigen Lésungen wurden 
die Trombinversuche mit dem gleichen negativen Ergebnis wiederholt. 

War auf diese Weise dem Einwand begegnet, da die Konzen- 
tration keine hinreichende war, um durch die eiweiBarmen Trombin- 
lisungen Gerinnselbildung zu erhalten, so blieb noch der Nachweis 
notwendig, daB nicht etwa der Alkaligehalt fiir die Wirksamkeit des 
Trombins ein zu hoher war. 

Aus etwa 0,2proz. Oxalatpferdeplasma wurde in der iblichen 
Weise nach Hammarsten in der Modifikation von Nolf!) durch NaCl 
bis zur Halbsittigung (spez. Gew. 1,110) das Fibrinogen ausgeflockt. 
Nach erfolgter Reinigung durch wiederholtes Wiederauflésen in Wasse1 
und Ausflocken durch NaCl wurden die schlieBlich erhaltenen Fibri- 
nogenflocken in einer 1% an NaCl enthaltenden 0,02proz. NaOH 
zur Lésung gebracht. Diese Fibrinogenlésung, die also genau der 
Alkaleszenz der friiheren Fibrinlésungen entsprach, wurde zu folgendem 
Ansatz verwendet. 

Nr. 23. 1,5 cem Fibrinogenlésung mit 0,02°, NaOH + 0,5 cem Trombin- 
lésung. 
Resultat: Totale gelatinédse Erstarrung. 

Der Versuch beweist, daB auch bei der Alkalinitit einer 0,02 proz. 
NaOQH-Lésung Trombin an sich wirksam sein kann, da also in obigen 
Versuchen nicht der Alkaleszenzgrad fiir das Ausbleiben der Gerinnung 
bei Trombinzusatz verantwortlich zu machen ist. 


7. Der Salzeinflu8 auf die Gerinnung der Alkalifibrinlésungen. 


Es wurde bereits der Vermutung Ausdruck gegeben, daB die Ge- 
rinnung der Alkalifibrinlésung unter SerumeinfluB vielleicht auf der 
Salzwirkung des Serums beruhen kénnte. Hekma hat ja bereits die 


1) Nolf, Arch. internat. de Physiol. 6. H., 1. 8., A. 3, 1908. 
Biochemische Zeitschrift Band 136. 28 
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Gerinnung seiner ,,Fibrinalkalihydrosole* unter Salzeinwirkung stud 1 
und zum Teil darauf seine Theorie von der reversiblen Zustandsander:i)\¢ 
des Kolloids Fibrin aufgebaut. Er fand’), daB ,,reversible Gelbildu: y 
unter folgenden Einfliissen und Umstinden hervorgerufen werd«y 
konnte : 

Von ...sauren Salzen des K, Na und Ca um den neutralen 

Punkt herum ...; 

von CaCl,-Lésungen unter gewissen Umstanden ; 

von gesittigten Neutralsalzlésungen, wie NaCl, NaF; 

...; bei Erwarmung auf 56°, falls die Lésungen mit 8proz. Na(‘- 

oder 2proz. NaF-Lésung zu gleichen Teilen versetzt worden 


‘ 


ana... 

Es ware zweifellos von Interesse, den Salzeinflu®B auf das in Alkali 
zur Lésung gebrachte Fibrin systematischer zu studieren, als es bisher 
der Fall war. Zuniichst soll jedoch in dieser Mitteilung tiber Befunde 
berichtet werden, die fiir die Beantwortung unserer Frage uns recht 
bedeutungsvoll erscheinen. 

Es wurde namlich die Beobachtung gemacht, das gelegentlic) 
Salze in viel niedrigerer Konzentration als der von Hekma angegebenen 


Gerinnung hervorrufen konnten, und zwar komplette gelatinése y- 


starrung. Bei dem Versuche, eine derartige Lésung gewissermaben 
zu einer ,,physiologischen** Fibrinogenlésung zu stempeln durch Zusatz 
von NaCl bis zu einer Konzentration von | °,, zeigte sich der gerinnungs- 
erzeugende EinfluB des Salzes sehr deutlich. 

es wurden, wie friiher beschrieben, die Gerinnsel, die einer Oxalat 
plasma-Serumgerinnung entstammten, in einem solchen Volumen 
0,02proz. NaOH zur Lésung gebracht, da die Konzentration a: 
gerinnungsfahiger Substanz annihernd die gleiche war wie im Plasma 
Zu 10 cem des vollig klaren Filtrats wurden etwa 0,1 g NaCl gegeben 
und zur Lésung gebracht, so daB eine etwa I proz. NaCl-Lésung en! 
stand. Am nichsten Tage zeigt sich die Lésung auffallend zah und 
dickfliissig und enthalt ein feines Gerinnsel, nach weiteren 2 Tagen 
ist sie in toto gelatinés und triibe durchscheinend erstarrt. Zur gleichen 
Zeit ist die nicht mit NaCl versetzte Portion der gleichen Alkalifibri: 
lésung noch vollkommen klar und unverindert. Es war also unte! 
der Einwirkung des NaCl eine langsam fortschreitende Gerinnung 
erfolgt. 

Die folgende Tabelle erméglicht eine Ubersicht tiber den quanti 
tativen GerinnungseinfluB verschiedenen NaCl-Gehalts bei Zimme: 
temperatur. Es wurden je 1,5 ccm eines vollig klaren Filtrats von Fil 
in 0,02proz. NaOH in acht schmalen Reagenzglischen mit 0,85 pri 


1) E. Hekma, diese Zeitschr. 68, 219, 1914. 
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Val und Aqua destil- 
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einem NaCl-Gehalt von 0,06%, derjenige des Réhrchens 8 ¢ pe) 
solchen von annahernd 0.45%. Man sieht aus der Tabelle jedei fal), 
sehr deutlich den zeitlichen EinfluB, den der verschiedene NaCl-( hal; 
auf den Ablauf der Gerinnung hatte. Die salzfreie Stammlésung yo) 
Alkalifibrin, die zu obigen Ansiitzen benutzt wurde, hielt sich wiilirend 
viertaigiger Beobachtung bei Zimmertemperatur, bis sie aufgebracht 
war, vollkommen klar und diinnfliissig. 

Betont sei aber ausdriicklich, daB eine derart hohe Salzemp/ind 
lichkeit nicht regelmaBig gefunden wurde, und daB auch hier, ahnlic) 
wie bei der Serumeinwirkung, sich zeigte, daB anscheinend \ illig 
gleichmaBiges Vorgehen beziiglich der Konzentration und der iibrige 
iibersehbaren Bedingungen zu verschiedenen Ergebnissen an A\)kali 
fibrin und zu Lésungen mit voneinander abweichenden Eigenschafte; 
fiihrte. Nach den bisherigen Versuchen hat es fast den Anschein, da| 
komplette Gerinnung (also nicht nur fadige Flockung) bei Serumzugaly 
Wirksamkeit auch des erhitzten Serums und hohe Salzempfindlichkei: 
miteinander Hand in Hand zu gehen pflegen, mit anderen Worten 
daB die letzte Eigenschaft Voraussetzung fiir die beiden anderen ist 

Erwahnen méchte ich noch mit Riicksicht auf die kiirzlich e1 
schienene Mitteilung von Stuber'), daB in derart salzempfindliche: 
Lésungen auch Zusatz von Natriumoxalat Gerinnung hervorruft. Da 
mir die angekiindigte Originalarbeit von Stuber und Sano noch nicht 


zur Verfiigung steht, kann ich nicht sagen, wie dieser Befund sich 
mit Stuwbers Theorie der Oxalatwirkung und wieweit nach dieser Theori 
mit der Hekmaschen Anschauung vertragt. 


8. Besprechung der Ergebnisse. 

Uberblickt ‘man die angefiihrten Tatsachen, so miissen unser 
Meinung nach erhebliche Zweifel an dem Fibrinogencharakter de: 
von Hekma angegebenen und von ihm ,,Fibrinalkalihydrosol* genannte: 
Lésungen aufkommen und damit an der Reversibilitat der Fibrin 
gerinnung. Sind die wiederholt erwahnten Lésungen wirklich mi 
natiirlichen fibrinogenhaltigen Fliissigkeiten oder mit Hammarsten schen 
Fibrinogen zu identifizieren oder mit ihnen grundsiatzlich auf ein 
Stufe zu stellen, so miissen auch alle jene Einfliisse, und nur jen 
die Fibrinogen zur Gerinnung bringen, auch auf die Hekmasche 
Lésungen wirksam sein. Es konnte jedoch gezeigt werden, daB eiweil 
armes, nach A. Schmidt hergestelltes Trombin keine Gerinnung hervor 
ruft, was gegen den Fibrinogencharakter spricht. 

Ferner konnte gezeigt werden, daB auch erhitztes Serum sein 
Wirksamkeit auf jene Lésungen nicht immer verliert, und schlie(ilic\i 


1) B. Stuber, Klin. Wochenschr. 1. Jahrg. 1922, H. 49 u. 50. 
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wurde beobachtet, daB sich manche der Alkalifibrinlésungen durch 
eine sehr hohe Salzempfindlichkeit auszeichnen, indem selbst schon 
ein NaCl-Gehalt von 0,06°% und erst recht ein solcher von etwa 1%, 
Gerinnung hervorruft. Auch dieses Verhalten spricht sehr gegen die 
\nnahme einer Identitat von Alkalifibrin und Fibrinogen. Die Lésungen 
des letazteren sind ja in natiirlichem Zustande salzhaltig, Fibrinogen 
wird ja lege artis mit einem Gehalt von 1° an NaCl hergestellt und 
eigt erfahrungsgemaB bei richtigem Vorgehen keinerlei Spontan- 
verinnung. Erst bei viel héherer Konzentration tritt Ausflockung 
des Fibrins ein, worauf ja die Methode seiner Darstellung beruht. 
Lediglich aus dem fuferlich aihnlichen oder iibereinstimmenden, 
yrob morphologischen Aussehen (wozu auch der mikroskopische Befund 
ler Fadchennetzstruktur gehért) auf die Identitat der erhaltenen 
Gerinnsel mit Fibrin zu schlieBen, halten wir fiir nicht angingig. 
Ebensowenig scheint es uns grundsitzlich richtig, das farberische 
Verhalten der betreffenden Gerinnsel als Beweis dafiir anzufiihren, 
daB wir es mit echtem Fibrin zu tun haben, wie das von Hekma ge- 
schieht. Die Weigertsche Fibrinfairbung ist, wie alle Gewebsfairbungen, 
das Ergebnis eines sehr komplexen Vorgangs und der Ausdruck physi- 
kalisch-chemischer und kolloidchemischer Geschehnisse. Nur innerhalb 
der tibrigen tierischen Gewebe kann die Farbung nach Weigert An- 
spruch darauf erheben, fiir Fibrin charakteristisch zu sein, nicht aber 
uBerhalb des Organismus bei Produkten von Reagenzglasversuchen. 


Zusammenfassung. 

1. An Hand von Flockungsversuchen wird der Nachweis gefiihrt, 
daB sich Fibrin in n/10 NaOH und n/10 HCl bei Zimmertemperatur 
nicht ohne Denaturierung lést. 

2. In verdiinnterem Alkali (0,02proz. NaOH) kann Fibrin an- 
scheinend weniger verandert zur Lésung gebracht werden. 

3. Die Unwirksamkeit von eiweiBarmem Trombin solchen Lésungen 
gegeniiber und ihre beobachtete hohe Salzempfindlichkeit unter- 
scheidet sie grundsitzlich von fibrinogenhaltigen Fliissigkeiten. 

4. Die morphologische und fiarberische Ahnlichkeit der durch 
Serumeinflu8 erhaltenen Gerinnsel mit Fibrin kann nicht als fiir die 
Identitat beweisend angesprochen werden. 

5. Der Nachweis der Reversibilitat der Fibringerinnung ist daher 
nicht erbracht. 

















Uber Zuckerschwefelsiuren. 


VI. Mitteilung’). 
Acetonverbindungen von Glucoseschwefelsiuren, 
Von 
Heinz Ohle. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir experimentelle Therapie, 
Chemische Abteilung, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 20. Januar 1925). 


Die Acetonverbindungen der Zucker sind seit langem zu Sy: 
thesen und Konstitutionsermittlungen von teilweise acylierten Zucker 
empfohlen worden. Es war daher geboten, sie zur Konstitution: 
aufklirung der Zuckerschwefelsiuren heranzuziehen. Bei der Ver 
wendung dieser Substanzen mu®B man indessen Unsicherheiten in de 


Kauf nehmen, die erstens in unserer noch mangelhaften Kenntni 


der Konstitution der Diacetonglucose liegen, zweitens darin bestehe: 
daB bei so wandlungsfihigen Stoffen, wie sie die Zucker sind, sehr leich 
intramolekulare Umlagerungen stattfinden, die einerseits in einer Ve 
schiebung der Sauerstoffbriicke, andererseits in einer Wanderung (| 
Substituenten begriindet sein kénnen. 

Fiir die Konstitution der Diacetonglucose hat Karrer®) die Forme! 
vorgeschlagen, die auch durch Versuche von Levene*) gestiitzt wir 
Diese Formel lege ich den folgenden Betrachtungen zugrunde. 

Durch Einwirkung von Chlorsulfonsiure auf Diacetonglucose | 
Pyridin erhalt man demnach die 1, 2, 5, 6-Diaceton-glucose-3-schwefe 
siure, deren Bariumsalz in amorphem Zustand auf einem anderen Weg 
von Levene*) und Mitarbeitern, nimlich durch Einwirkung von S0,( 
auf Diacetonglucose, dargestellt worden ist. Nach dem von mir ang: 
wendeten Verfahren kann man die Saure in Form ihres sehr scho 
kristallisierenden Pyridinsalzes direkt aus dem Reaktionsgemisch a! 
scheiden. Sie liefert ein gut kristallisiertes Natrium- und Brucinsal 


1) Vgl. IV. Mitteil. H. Ohle, diese Zeitschr. 131, 601, 1922; V. Mitt: 
T. Soda, ebendaselbst 185, 621, 1923. 

2) P. Karrer und O. Hurwitz, Helv. Chim. Acta, 4, 728, 1921. 

3) P. A. Levene und G@. M. Meyer, Journ. Biol. Chem. 54, 805, 192: 

4) Dieselben, ebendaselbst 58, 437, 1922. 
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Die Abspaltung des einen Acetonrestes in Stellung 5,6 verlaiuft mit 
groBer Leichtigkeit. Bereits beim Umkristallisieren des Pyridinsalzes 
aus Alkohol wird der gréBte Teil des Acetons abgelést. Das dabei 
entstehende Pyridinsalz der 1, 2-Aceton-glucose-3-schwefelsiure (II) 


| ist aber gleichfalls sehr unbestandig und zerfallt beim langeren Kochen 


viner alkoholischen Lésung quantitativ in athylschwefelsaures Pyridin- 
und 1, 2-Diaceton-glucose, deren Acetonrest gleichfalls allmahlich in 
Freiheit gesetzt wird. Infolgedessen ist die Abfangung dieser Schwefel- 
siureverbindung in guter Ausbeute mit groBen Schwierigkeiten ver- 
bunden. 

Die 1, 2-Aceton-glucose-3-schwefelsiure gibt ein gut kristalli- 
sierendes Bariumsalz, aber keine kristallisierten Alkaloidsalze. Das 
Pyridinsalz ist gleichfalls kristallisiert. Es lat sich durch Aceton in 
Gegenwart von Kupfersulfat in das diacetonglucoseschwefelsaure 
Pyridin zuriickfiithren. Daraus ergibt sich, daf der Siaurerest noch 
denselben Platz inne hat, wie in der Diacetonglucoseschwefelsiure, 
und eine Anderung in der Konstitution des Kohlenhydratkomplexes 
nicht stattgefunden hat. Gegen diese SchluBfolgerung kénnte man 
geltend machen, dafi infolge der geringen Basizitat des Pyridins das 
Salz in der Acetonlésung in freie Siure und die Base zerfiele. Da Aceton 
zu den ionisierenden Lésungsmitteln zu zahlen ist, miiBte man weiterhin 
mit einer Dissoziation der freien Saure in die Zuckerschwefelsiure- 
anionen und Wasserstoffkationen rechnen, welch letztere dann die 
teaktion der Glucoseschwefelsiure mit Aceton einleiten wiirden. Um 
diesem Einwand zu begegnen, wurde der gleiche Versuch mit dem 
Bariumsalz der 1, 2-Aceton-glucose-3-schwefelsiure ausgefiihrt, das in 
Aceton bei Zimmertemperatur durchaus unléslich ist. Ein Teil der 
Substanz ging beim Schiitteln mit Aceton und Kupfersulfat in Lésung. 
Das Barium blieb jedoch — augenscheinlich als Bariumsulfat — im 
Bodensatz. Beim Verjagen des Lésungsmittels im Vakuum blieb eine 
sirupose Masse zuriick, die etwas Kupfer, kein Barium, aber viel organisch 
gebundenen Schwefel enthielt. Beim Versuch, diese Substanz aus 
Alkohol zu kristallisieren, lésten sich der Schwefelsiurerest und das 
Aceton ab, und aus der alkoholischen Lésung schied sich allmahlich 
Glucose aus. Die sirupése Substanz war augenscheinlich die freie 
Diacetonglucoseschwefelsiure. Sie verdankt ihre Entstehung der 
primaren Acetonierung des Bariumsalzes, wobei Wasser frei wird 
Darauf tritt eine Umsetzung des Bariumsalzes mit dem Kupfersulfat 
ein, und das Kupfersalz der Diacetonglucoseschwefelsiure erfihrt 
zum Teil eine Dissoziation in freie Siure und basisches Salz. Wiahrend 
letzteres bis auf Spuren ungelést bleibt, geht die Saiure in das Aceton 
liber. DaB also in diesem Falle eine Reaktion eintritt, ist nicht auf die 
primaire Bildung der freien Monoacetonglucoseschwefelsiure zuriick- 
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zufiihren, sondern beruht auf der Reaktionsbereitschaft des Bariu 
salzes dieser letzten Saiure. DaB die Umsetzung von Zuckerschwet 
siiurederivaten mit Aceton in Gegenwart von Kupfersulfat nicht \ 
der Basizitat des Kations und ebensowenig von der Léslichkeit « 
in Frage kommenden Produkte abhingt, wenigstens in qualitatiy 
Hinsicht, geht aus den weiter unten angefiihrten Tatsachen herv. 
Ob die Reaktion eintritt oder nicht, ist lediglich in der Konstituticy 
bzw. Konfiguration des Zuckermolekiils begriindet. Diese Erkenntni. 
ist fiir die Zuckerchemie von groBer Bedeutung. Dieses Verfahre 
gestattet auch, Feinheiten in der Konstitution der Zuckerderivate /\: 
enthiillen, die bei Anwendung anderer chemischer Methoden verborg: 
bleiben. Gleichzeitig erméglicht sie eine Erklarung der Rolle, die di: 
Salzsiure bei der Acetonierung spielt. Auf diesen Punkt komme ic}; 
weiter unten zuriick. Ich habe nun versucht, die 1, 2-Aceton-glucos 
3-schwefelsiure in ein Isomeres umzuwandeln. Beim Erwiarmen dv. 
Pyridinsalzes in wiasseriger oder alkoholischer Lésung wird, wie bereit- 
angedeutet, der Schwefelsdurerest und Aceton abgestoBen. Mit Pyridin 
bei 50° ist es selbst nach 3 Tagen zum gréBten Teil unverindert ve- 
blieben: Dagegen geniigt ein sechsstiindiges Erhitzen der Pyridin- 
lésung im Wasserbad, um dieses Salz zum Verschwinden zu bringe: 
Kine Schwefelsiureabspaltung wurde dabei nicht beobachtet. Kin 
Salz einer isomeren Saure in kristallisiertem Zustand abzuscheide 
gelang aber nicht. 

Ebensowenig erfolgreich waren Versuche, den Acetonrest abzi- 
trennen, um zu einer acetonfreien Glucoseschwefelsiure zu gelangen 
Gleichzeitig mit dem Aceton trat die Schwefelsiure aus. 

Durch Veresterung der Monoacetonglucose mit Chlorsulfonsiur 
in Pyridin erhalt man eine 1, 2-Aceton-glucoseschwefelsiure, von de 
nach anfiinglichen Schwierigkeiten das Natrium-, Barium- und Strycl 
ninsalz isoliert werden konnten. Diese Siure ist nicht identisch mit 
der 1, 2-Aceton-glucose-3-schwefelsiure. Der Schwefelsaiurerest haft«' 
viel fester als in dieser. Es gelingt leicht, aus dem neuen Isomeren da- 
Aceton abzulésen und zu einer acetonfreien Glucoseschwefelsiure 7: 
gelangen, die als Brucinsalz isoliert wurde und sich als identisch mit de: 
friiher') beschriebenen Siure erwies. Fiir die neue Acetonglucos 
schwefelsiure bleibt somit nur die Wahl zwischen den Formeln |!! 
und IV. Die acetonfreie Muttersubstanz ist also entweder Glucos 
5-schwefelsiure oder Glucose-6-schwefelsiure. Ich halte die letzter 
Méglichkeit fiir die richtige in Analogie mit Beobachtungen an dei 


Benzoylverbindungen der Glucose, woriiber ich an anderer Stelle au- 
fiihrlich berichten werde. 


1) Vgl. IV. u. V. Mitteil. 
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Die somit als 1, 2-Aceton-glucose-6-schwefelsiure zu bezeichnende 
Verbindung ist als Pyridinsalz in Pyridinlésung bei 100° durchaus 
hesiandig. Daf sie sich nicht aus der |, 2-Aceton-glucose-3-schwefelsiiure 
inter diesen Bedingungen bildete, diirfte darauf hinweisen, daB die 
theoretischen Beziehungen dieser beiden Substanzen zueinander kom- 
plizierterer Natur sind, als durch die Formeln II und IV angegeben 
wird. Ich vermute, da® sie sich nicht nur durch die Stellung des Schwefel- 
siurerestes unterscheiden, sondern daf der Glucosekomplex in beiden 
eine verschiedene Konstitution besitzt, insbesondere daB die Sauer- 
stoffbriicke nicht die gleichen Kohlenstoffatome miteinander verbindet. 
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Weitere Aufschliisse tiber die Konstitution dieser 1, 2-Aci 
glucose-6-schwefelsiiure muBte die Behandlung mit Aceton und Ku) tc 
sulfat geben. Das Bariumsalz wurde bei diesen Versuchen unveriin 
zuriickgewonnen. Dieses Ergebnis steht in bestem Einklang mit 
angenommenen Konstitution. Ich habe nun weiter versucht, day 
Brucin- baw. Strychninsalz der Glucose-6-schwefelsaiure zu acetonieren 
Dabei trat ein beachtenswerter Unterschied zwischen diesen beide; 
Salzen in Erscheinung. Beide Salze sind in Aceton unldslich; da, 
Strychninsalz der Monoacetonglucoseschwefelsiure ebenfalls, dageyer, 
nicht das Brucinsalz der Diacetonglucoseschwefelsiure. In Alkoho! 
unléslich sind nur die acetonfreien Substanzen, die iibrigen werden 
mehr oder weniger leicht davon aufgenommen. Auf Grund diese: 
Loslichkeitsverhiltnisse lassen sich die Reaktionsprodukte _ leich; 
trennen und nachweisen. Das glucoseschwefelsaure Brucin liefert nw 
bei der Acetonierung nicht das Salz der Diacetonglucoseschwefelsiiur 
sondern ein anderes, in Alkohol leicht lésliches Brucinsalz, augen 
scheinlich das der 1, 2-Aceton-glucose-6-schwefelsaure. Beim glucos 
schwefelsauren Strychnin blieb jede Umsetzung aus. Dieses merk 
wiirdige Verhalten der beiden Alkaloidsalze gegeniiber Aceton wir 
verstaindlich, wenn man die optischen Eigenschaften derselben ver 
gleicht. Das Brucinsalz der Glucoseschwefelsiure zeigt eine Muta 
rotation, die von — 1,62° auf — 5,60° ansteigt, wihrend die spezifisc| 
Drehung des Strychninsalzes von — 6,27° auf — 0,72° abfallt. Da 
beide Alkaloide linksdrehend sind, so diirfte die Ursache fiir den vei 
schiedenen Richtungssinn der Mutarotation in der Konfiguration de- 
Zuckerkomplexes zu suchen sein. Beriicksichtigt man, da auch di 
B-Glucose und ihre Abkémmlinge den zahlenmaBig niedrigeren 


Drehungswert gegeniiber der «-Glucose und ihren Derivaten aufweisen 


so wiirden die oben geschilderten Verhaltnisse durch die Formeln \ 
und VI eine Erklarung finden. Beide Salze wiirden sich demnach durc| 
die Konfiguration an Kohlenstoffatom 1 unterscheiden. Dieser gro): 
EinfluB8 zweier so nahe verwandter Substanzen wie Brucin — uni 
Strychnin auf die Konfiguration des Zuckerkomplexes ist aubers| 
iiberraschend und beweist die grobe Abhangigkeit der Konfiguration 
von der Natur der Substituenten. 

Die B-Konfiguration der Glucose allein geniigt aber nicht, um ein 
Umsetzung mit Aceton herbeizufiihren, sofern man Kupfersulfat al- 
Katalysator verwendet. Die Zusammenhiange zwischen dem gluco- 
6-schwefelsauren Brucin und seiner Muttersubstanz werden also durc! 
die Formeln V und VII nicht richtig wiedergegeben. Da das Aceto 
in Gegenwart von Chlorwasserstoff sich leicht mit der B-Glucose ve 
bindet, so ware in Erwagung zu ziehen, ob zur Erklarung des vei 
schiedenen Verhaltens der beiden Substanzen gegeniiber Aceton uni 
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\upfersulfat nicht die Méglichkeit einer verschiedenen Ringstruktur 
wranzuziehen ist. Daf ein zwingender Grund fiir die Annahme eines 
Furanringes bei den Zuckern und ihrer Derivate nicht besteht, haben 
Hielfferich und Malkomes') dadurch bewiesen, da der §-Oxycapron- 
iidehyd auch in der zyklischen Form existenzfahig ist. Es wire jeden- 
falls denkbar, daB die Lage der Sauerstoffbriicke auf die Reaktions- 
fahigkeit gegeniiber Aceton einen EinfluB ausiibt 2). 

Um wenigstens fiir die beiden Acetonderivate der Glucose-6- und 
3-schwefelsiure einen Anhaltspunkt beziiglich der Glucosestruktur 
zu gewinnen, sollte versucht werden, die beiden noch freien Hydroxyle 
mit Schwefelsiureresten zu belegen. Denn aus einer Identitat der 
beiden so gewonnenen Trischwefelsiuren ware darauf zu_ schlieBen., 
das die Monoschwefelsiuren den gleichen Glucosekomplex enthielten. 
Alle in dieser Richtung ausgefiihrten Versuche haben bisher nicht zu 
dem gewiinschten Ziele gefiihrt. Es konnten in beiden Fallen nur 
solehe Salze isoliert werden, die Sduren mit zwei Schwefelsdureresten 
enthielten, und die untereinander nicht identisch waren. Gleichzeitig 
findet augenscheinlich eine Abspaltung des Acetons statt und man 
erhalt Glucosedischwefelsduren, die Fehlingsche Lésung selbst in der 
Hitze nicht reduzieren. Da die diesbeziiglichen Versuche jedoch noch 
nicht abgeschlossen sind, soll dariiber erst spiiter berichtet werden. 
Desgleichen sind Versuche mit gemischten Benzoylschwefelsiuren im 
Gange, die vielleicht eine endgiiltige Aufklarung dieser komplizierten 
Verhaltnisse bringen werden. 

Im folgenden beschranke ich mich auf die Wiedergabe der Experi- 
mente mit den Acetonverbindungen der Glucosemonoschwefelsiuren. 

Bevor ich dazu iibergehe, méchte ich noch einige Bemerkungen 
zu den Arbeiten von Levene und Meyer*) iiber diesen Gegenstand und 
iiber entsprechende Phosphorsaureester der Glucose einschalten. 

Auf Grund von reaktionskinetischen Studien an der 1, 2, 5, 
- Diaceton-3-phosphorsiure und der entsprechenden Schwefelsiure 
einerseits, wie an den aus der Benzoyl-monoacetonglucose hergestellten 
Phosphorsiure- und Schwefelsiiureestern andererseits kommen jene 
Forscher zu dem SchluB, daB die beiden letzten Verbindungen als 
|. 2-Aceton-3-benzoyl-5- (oder -6-) Phosphorsiiure bzw. -Schwefelsiure 
aufzufassen sind. Mit den friither*) von mir mitgeteilten Befunden 
diirfte diese Auffassung nicht vereinbar sein, da die Benzoylmonoaceton- 
glucose den Benzoylrest nicht mehr in Stellung 3, sondern in Stellung 6 
enthalt, worauf ich seinerzeit schon hingewiesen habe. Diese 6-Benzoyl- 


1) B. Helfferich und Th. Malkomes, B. 52, 702, 1922. 

2) Vgl. den Nachtrag am SchluB der Abhandlung. 

3) P. A. Leveneu. M. G. Meyer, Journ. Biol. Chem. 538, 431 u. 437, 1922. 
4) Diese Zeitsechr. 131, 611, 1922. 
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monoacetonglucose ist in Pyridinlésung auch bei héherer Temperat i; 
durchaus bestaindig, so da} bei einer weiteren Veresterung der no: |) 
freien Hydroxylgruppen nicht mit einer Wanderung des Benzoylrest:. 
zu rechnen ist. Im iibrigen sprechen auch die von jenen Autoren ai. 
gegebenen Reaktionskonstanten fiir meine Ansicht, die sich fiir dic 
1, 2, 5, 6- Diaceton-glucoseschwefelsiure und die von Levene und Mey; 
als 1, 2- Aceton-glucose-5- (oder -6-) Schwefelsiure bezeichnete Verbinduny 
wie 3: 2 verhalten. Nach meinen Beobachtungen miiBte jener Quotient 
betrachtlich gréBer sein, wenn der Autoren Formulierung zutrafe. Aller. 
dings soll noch dahingestellt bleiben, an welches Hydroxyl der Schwefe'- 
siurerest tritt, wenn man Benzoylmonoacetonglucose mit Chlorsulfoi- 
siure verestert. Aus den bisher vorliegenden Literaturangaben wi! 
eigenen Beobachtungen lassen sich in dieser Richtung noch keine sicheren 
Schliisse ziehen. 
Experimenteller Teil. 


Zur Darstellung der Diacetonglucose hat sich mir die von Freude»- 
berg und Ivers!) vorgeschlagene Modifikation des Fischerschen Ver- 
fahrens aufs beste bewahrt. Auch beim Abbau der Diacetonglucos 
zur Monoacetonglucose kann man ohne Schaden die Salzsiure mit de: 
berechneten Menge Natronlauge statt mit Silbercarbonat neutrali- 
sieren. 

Diacetonglucose-3-schwefelsdure. 

Kine Lésung von 21g sorgfaltig gereinigter Diacetonglucose in 
75 cem Pyridin werden in der friiher beschriebenen Apparatur tropfen 
weise mit einer Mischung von 4ccm Chlorsulfonsiure und 20 ccm 
alkoholfreiem Chloroform versetzt, wobei die Temperatur durch Kiihluny 
mit Kialtemischung unter 0° gehalten wird. Nach Beendigung de: 
Operation bleibt das Reaktionsgut tiber Nacht bei Zimmertemperatu 
stehen, sodann wird das Chloroform und iiberschiissige Pyridin im 
Vakuum bei etwa 50° abdestilliert. Der zuriickbleibende gelbliche 
Sirup erstarrt nach dem Abkihlen meist zu einem Brei feiner Nadeln 
von Pyridinsalzen. Man fiigt 75 ccm kalten Alkohol hinzu, knetet div 
Masse mit einem Glasstabe gut durch, so dab ein méglichst homogene: 
Brei entsteht. Dabei gehen die Pyridinsalze der anorganischen Sauren 
in Lésung, wahrend das Pyridinsalz der Diacetonglucoseschwefelsdur 
zuriickbleibt. Nachdem der Brei einige Stunden in Eis gestanden hat 
saugt man ab und wischt gut mit kaltem Alkohol nach. Die Ausbeut: 
betrigt etwa 60°, der Theorie. Arbeitet man mit roher Diaceton 
glucose, so sind die Ausbeuten meist niedriger. Das so gewonnene Sal 
ist, wie die Analyse I zeigt, fast rein. Es laBt sich aus Alkohol in Gegen 


1) K. K. Freudenberg und Ivers, B. 55, 929, 1922. 
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yart von Pyridin umkristallisieren. Zur Analyse wurde | g des Salzes 
Oglichst schnell in 20 cem warmen Alkohols, dem | ccm Pyridin zu- 
gesetzt war, gelést, die Lésung rasch abgekiihlt und im Exsikkator auf 
l\}eem eingeengt, wobei das reine Salz in prachtvollen Nadelrosetten 
auskristallisiert. Diese Reinigung ist jedoch mit groBen Verlusten 
verbunden. Es schmilzt bei 163 bis 164° unter lebhaftem Schiumen. 
\nalyse II.) Die Analysenpraparate wurden bei Zimmertemperatur 
im Vakuum itiber Chlorcalcium zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

1. 3,876 mg geben 6,8507 g CO,, 1,99 mg H,O, 3,673 mg geben 0,11 cem 

N (12°, 723 mm), 0,1564 g geben 0,0838 g BaSQ,. 
2. 3,722 mg geben 6,645 mg CO,, 2,16 mg H,O. 





Cc H N S 
lo % 
J a Ne ea Pe eee Ce ee a 
‘is BK. tu seria Wass weolieecoemnds bk. ohakce [EM | onetl — 
Berechnet fir C,H; O,(C,H,,) (SO,H).C; H;N 
ROMEO su les ee he a ee Oe te ol ee) er | ee? Pe 


Die spezifische Drehung der Substanz I wurde in wiisseriger Lésung 
zu ar = — 12,41° gefunden. Ich lege jedoch diesem Wert keine 
groBe Bedeutung bei, da das Pyridinsalz bereits bei Zimmertemperatur 
vom Wasser zersetzt wird. Daher habe ich die Drehung des analysen- 
reinen Praparats in Chloroform bestimmt, worin es sich ziemlich gut 
4 20 — 0,64 . 100 
list. [alp - 2 914 
Alkohol wird das Pyridinsalz nur in verhiltnismaiBig geringer Menge 
aufgenommen und fast gar nicht von siedendem Essigester. In Aceton 
ist es auch bei Zimmertemperatur léslich. 


21.9 im 1 dm-Rohr. Von kaltem 


Um die Ausbeute an dieser Verbindung zu erhéhen, habe ich vor 
der Entfernung des Pyridins noch das Reaktionsgemisch 2 Stunden 
auf 60° erwirmt, ohne jedoch eine bemerkenswerte Verbesserung zu 
erzielen. Daher versuchte ich die Isolierung derselben als Natrium- 
salz, indem ich den nach dem Abdestillieren des Pyridins und Chloro- 
forms verbleibenden Sirup in Alkohol liste und mit einem geringen 
Uberschu8B von Natriumacetat versetzte. Die Isolierung des Natrium- 
salzes war indessen so umstiandlich und die Menge so gering, daB es 
sich eriibrigt, niher darauf einzugehen. Bemerkt sei nur, daB man auf 
diese Weise nicht das reine Natriumsalz der Diacetonglucoseschwefel- 
siure erhalt, sondern ein Doppelsalz mit Natriumacetat. DaB der 
Gehalt an Natriumacetat nicht auf einer Verunreinigung beruht, erhellt 
daraus, daB sich beim Umkristallisieren aus Alkohol, worin das reine 
Natriumsalz der Diacetonglucoseschwefelsiure sehr leicht léslich ist, 
das Drehungsvermégen der Doppelverbindung sich nicht anderte. 
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Das dreimal umgeléste Priparat zeigte in wisseriger Lésung und in 

1 dm-Rohr [lp Phen Lievcoseoig 13,379. Fiir ein zweites Pri. 
3,740 

parat wurde gefunden Cine of: a — 13,399. Das Salz 

3,360 

bildet kleine, teilweise zu Biischeln vereinigte Nadeln, die sich beim 

Erhitzen im Réhrehen von 215° an schwiarzen und bei 221 bis 222! 

unter Zersetzung schmelzen. 

Zur Analyse wurden die beiden Proben bei 100° iiber P,O; im Vakuun 
getrockenet. 

1. 0,1316 g: 0,0709 g BaSQ,. 

2, 0,1025 g: 0,0558 g Ba SO,. 

1 2 ber. fiir C,H,O, (C,H,),SO,Na 
S gef. 7,40% 7,48% (= 362,2).S = 8,84%, 
ber. f. C,H,O, (C;H,) SO, Na + C,H,O,Na 
(= 444,2).8 = 7,20 %. 

Das Natriumsalz der Diacetonglucoseschwefelsdure wurde aus 
ihrem isolierten Pyridinsalz mittels 2-n-Natriumcarbonatlésung dar- 
gestellt. Die wisserige Lésung wird im Vakuum bei 40 bis 50° ein- 
gedampft, der Riickstand in kaltem Alkohol gelést und die filtrierte 
Lésung mit Petrolither versetzt, bis eben eine leichte Triibung be- 
stehen bleibt, die man durch einige Tropfen Alkohol wieder beseitigt 
Uber Nacht hat sich die Flissigkeit in einen Brei feiner verfilzter 
Nadeln verwandelt, die abgesaugt, mit Essigester gewaschen und _ bei 
etwa 80° im Vakuum iiber P,O, getrocknet wurden. In einer Kapillar 
erhitzt, sintern sie bei 208° plétzlich zu einem schwarzen Faden 21 
sammen, ohne zu _ schmelzen. 

0,1325 g Substanz : 0,256 g Na,SO,, 

0,1422 g - : 0,0906 g BaSO,, 

gef. Na 6,26%, S 8,75 %, 
ber. f. C,H, O, (C,H,.) SO,Na (= 362,2) Na 6,35%, S 8,84%. 
bd 2 20 0,48 . 100 

Fiir die spezifische Drehung wurde der Wert [aJ>p = 3 968 
= — 14,699 gefunden. (Wasser, | dm-Rohr). Das Natriumsalz ist 
sehr leicht léslich in Wasser, schwer dagegen in konzentrierter Natron- 
lauge, von der es in der Kilte nicht angegriffen wird. Von Aceto 
siedendem Essigester und heifem Amylalkohol wird es in reichlichen 
Mengen aufgenommen, wihrend seine Léslichkeit in kaltem Essigeste1 
und Chloroform gering ist. 

Zur weiteren Charakterisierung der Diacetonglucoseschwefe!- 
siiure wurde ihr Brucinsalz bereitet. Eine Lésung von 2,3 g Brucin 
in Chloroform, die mit Chlorcalcium entwiissert worden ist, wird mit 
einer Lésung von 2¢ des Pyridinsalzes in dem gleichen Medium g 
mischt und im Vakuum eingedampft. Die Lésung des Riickstand:< 


in 150 cem siedenden Alkohols schied beim Erkalten 2,2 g des Brucin- 
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salves in sch6nen Nadelrosetten aus, die bei 241° unter Zersetzung 
schmolzen. Nochmals aus Alkohol umkristallisiert, stieg der Schmelz- 
punkt auf 248°, hielt sich nach der dritten Kristallisation auf gleichet 
Hohe, wahrend beim nachsten Umlésen sich die Verbindung in opales- 
venten verschmierenden Wirzchen absetzte. Dieses Verhalten lat 
auf eine Verainderung des urspriinglichen Salzes (wahrscheinlich Aceton- 
ibspaltung) schlieBen. Das Drehungsvermégen der dritten Kristalli- 


‘sation vom Schmelzpunkt 248° hatte die Werte 


20 0,87. 100 
a eae 


Wasser, 1 dm-Rohr), bzw. 


27.639 


- 1,01. 100 
20 : 2() GRo 
[a } D 396 30,98 


(Chloroform, 1 dm-Rohr). 
3,946 mg Substanz: 8,75 mg CO,, 2,26mg H,O, 
3,439 mg ny : 0,131 cem N (24°, 721 mm), 
0,2021 g vs : 0,0636 g BaSO,. 





N 


it) 


| Ge A, “al foetal a ee, i, 417 432 
| Berechnet fiir C, H,0,(C,H,,)SO,H.C 


o3 Hyg N,O, 
(= 734,4). . ‘ eo... « «| 57,19; 632 | 3,81 | 4,36 


Das Chinin- und Chinidinsalz der Siure konnte nicht in kristalli- 


| sierter Form erhalten werden. Die Alkali- und Erdalkalisalze kénnen 


mit verdiinnten Alkalien stundenlang gekocht werden, ohne daB Aceton 


oder Schwefelsiure abgespalten wird. 


Monoacetonglucose-3-schwefelsdure. 

Versucht man kleine Mengen des diacetonglucoseschwefelsauren 
Pyridins aus Alkohol umzukristallisieren, so gewinnt man nicht mehr 
die urspriingliche Substanz zuriick, sondern es scheidet sich beim 
angsamen Abkiihlen eine dicke Kruste derber Nadeln ab, die bei 127 
his 128° unter Zersetzung schmelzen. Bei weiterem Umkristallisieren 
aus Alkohol mit einem geringen Zusatz von Pyridin steigt der Schmelz- 
punkt bis 134°. Fiir das erste Produkt fand ich 

fa’? - — ee - — 16.220. 
3,87 
Nach einmaligem Umbkristallisieren betrug 
real “gan 
3,066 
nach zweimaligem Umlésen 
— 0,50. 100 


20 ‘ ‘ 
la] 3715 > — 13,46". 


- 13,70°, 
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Fiir ein anderes Praparat fand ich 
— 0,46. 100 
20 ? : 2 520 
alp = — 13,589. 
lalp 3,388 
Alle Werte beziehen sich auf die wiisserige Lésung und sin 
1 dm-Rohr gemessen. Wie die Analyse zeigt, hat man ein um | \\ 
Aceton iirmeres Produkt in Handen, nimlich das Pyridinsalz der Mon, 
acetonglucose-3-schwefelsiure. Alle fiir quantitative Untersuchunge 
bestimmte Priparate waren im Vakuumexsikkator iiber Chlorcalciy, 
bei Zimmertemperatur getrocknet worden. 
3,819 mg Substanz: 6,245 mg CO,, 1,84mg H,O, 
3,608 mg oe : 0,120 cem N (14°, 723 mm), 
0,1554 g : 0,0960 g BaSO,. 





GetUmGO 5 ig hoe Sele files gece 1ORRO SRR] Be | 8.49 
Berechnet f.C, H,0,(C, H,)S8O0,H.C;H,;N(=379) 44,30) 5,59 | 3,69 8.44 


Bei gréBeren Ansatzen zur Darstellung dieser Substanz erhai: 


man nicht sofort ein verhailtnismaBig reines Produkt. Man mui z 
diesem Zwecke die alkoholische Lésung einige Minuten kochen lassen 
darf aber diesen ProzeB nicht zu lange ausdehnen, da das Pyridinsal 
der Monoacetonglucose-3-schwefelsiure dabei zerfallt. Folgende B 
spiele erlautern diese Verhialtnisse. 


1. 17 g diacetonglucoseschwefelsaures Pyridin werden schnell in 75 cc 


Alkohol gelést und rasch abgekiihlt. Beim Anreiben scheiden sich 10); 


eines feinen Kristallpulvers vom Sehmelzpunkt 95 bis 97° ab. Ein Gemis: 
des Ausgangsmaterials mit dem neugebildeten monoacetonglucoseschwet 
sauren Pyridin. 

2. 18,7 g der Diacetonverbindung in 90 ccm siedendem Alkohol geli: 
und 5 Minuten unter Riickflu8 gekocht, rasch abgekiihlt, tiber Nacht i 
Eisschrank stehen lassen, liefern 10,3 g schéner Nadeln, die bei etwa 11! 
schmelzen, also gleichfalls noch ein Gemisch der beiden Pyridinsalze da 
stellen. 

3. 19,5 g der Diacetonverbindung ebenso behandelt, jedoch 10 Minut: 


gekocht, liefern 6,6 g einer gleichfalls noch zu niedrig schmelzenden (118° b- 


bis 119°) Substanz. 


4. Das unter 2. und 3. erhaltene Material, zusammen nochmals av 


75 cem Alkohol umgelést, liefert 9,3 g eines Produkts vom Schmelzpunk 
128 bis 129°. Durch nochmaliges Umkristallisieren aus Alkohol und Pyrid 
erhalt man daraus das Salz mit dem richtigen Schmelzpunkt. 

5. 21g der Diacetonverbindung in 100 ccm Alkohol gelést und eu 


halbe Stunde gekocht. Beim Abkiihlen fallt weder auf Anreiben noc) «' 


Animpfen, noch durch Zusatz von Essigester, in dem das Pyridinsalz 4 
Monoacetonglucose-3-schwefelsaure sehr schwer léslich ist, etwas av 
Setzt man jedoch dem Alkohol etwas Pyridin zu, so kann man lange 7/: 
kochen, ohne da® wesentliche Substanzmengen verloren gehen. 
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6. 0,5 g monoacetonglucoseschwefelsaures Pyridin in 10 cem Alkohol 
.cem Pyridin gelést, werden 1 Stunde unter RiickfluB gekocht. Man 

ijt den Alkohol dann freiwillig verdunsten und fiigt zu dem sirupésen 

Riickstand etwa die vierfache Menge Essigester. Nach langerem Stehen 

m Hisschrank hatten sich 0,3 g der unveranderten Substanz abgeschieden, 

die allerdings etwas zu niedrig (130 bis 131°) schmolzen. Die verhaltnis- 

malig geringe Ausbeute dirfte auf die durch das Pyridin bewirkte Er- 
hohung der Léslichkeit des Salzes zuriickzufiihren sein. Bei langerem Auf- 
bewahren des Pyridinsalzes sinkt sein Schmelzpunkt und wird unscharf. 

Das Brucinsalz der Monoacetonglucose-3-schwefelsiure fillt aus 
viner heiBen, alkoholischen Lésung beim Abkiihlen als farbloser Sirup 
aus, der auf keine Weise in fester Form erhalten werden konnte und 
daher nicht untersucht wurde. 

Auch das Natriumsalz der Siure, das nach dem bei der Diaceton- 
vlucoseschwefelsiure beschriebenen Verfahren bereitet wurde, besitzt 
so unangenehme Eigenschaften, daB es zur Charakterisierung der Siure 
nicht in Frage kommen kann. Es ist in Alkohol sehr leicht léslich und 
fillt daraus auf Zusatz von Ather als kiasiger, zusammenballender 
Niederschlag, der so hygroskopisch ist, daB er beim Absaugen auf dem 
Filter rasch zerflieBt. 

Hingegen laBt sich das Bariumsalz leicht in kristallisiertem Zu- 
stande fassen. Zu diesem Zweck lést man | g des Pyridinsalzes in 10 ecm 
kalt gesittigtem Barytwasser, neutralisiert durch Einleiten von Kohlen- 
siure und dampft die Flissigkeit, ohne den Bariumcarbonatnieder- 
schlag vorher abzufiltrieren, im Vakuum bei etwa 50° ein. Den Riick- 
stand extrahiert man mit wenig kaltem Methylalkohol, von dem das 
Salz mit Leichtigkeit aufgenommen wird, und fiigt zu der vom Barium- 
carbonat befreiten Lésung einen groBen Uberschu8 Athylalkohol 
hinzu. Beim Aufbewahren iiber Nacht setzt sich am Boden des GefiBes 
eine diinne Schicht des Bariumsalzes in winzigen Nidelchen ab. Es 
kristallisiert mit mehreren Molekiilen Alkohol, deren Zahl aber nicht 
mit Sicherheit ermittelt werden konnte, da sich die Substanz beim 
Im Vakuumexsikkator 
iiber Calciumchlorid verliert sie langsam nur einen Teil des Kristall- 
alkohols. Die erste Bariumbestimmung wurde nach eintagiger Trock- 
nung, die zweite und die Schwefelbestimmung nach 4 Tagen ausgefiihrt. 
0,0487 g BaSO,, 

0,0395 g BaSO,, 

0,1839 g BaSO,. 


1. 0,1585 g Substanz : 
2. 0,1231 g oh 
0,1845 g a 





Gefunden Berechnet 
a fiir BasSalz fiir BasSalz 
l 2 fir BaSalz | 44C,H,O +5C,H,O 
% OF, 0/ "lo by 
Ri is) RR Ie ee 25,38 18,90 17,77 
Me eee elias. bags _ 8,93 11,78 8,80 8,28 
Biochemische Zeitschrift Band 136. 299 
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Aus diesen Zahlen scheint hervorzugehen, dali das Salz yj); Tal 
£40 
5 Molekilen Alkohol kristallisiert, von denen es eins bei gew6hnli he Ako 
Temperatur im Vakuum verliert. Das Drehungsvermégen betrug fiir | niahe 
4 synth 
23 0.50. 100 yn 
3,999 
lal 3,874 13,00", mung 
: l 
hom 0,61. LOO 
laln - - 14,39° — 
4,240 
(Wasser, | dm-Rohr). Es zersetzt sich bereits bei langerem Erwairine: 
auf 80°, farbt sich von 120° an dunkel und sintert bei noch héhere; Cefur 
Temperatur zu einer schwarzen Masse zusammen, ohne zu schmelze1 Beree 
In Wasser und Methylalkohol ist es leicht, in Athylalkohol nur in de: 


Wirme etwas léslich. 


Beim Kochen des Pyridinsalzes der Monoacetonglucose-3-sch wet 


siure mit Alkohol wird der Schwefelsiurerest und das Aceton ab. & fiir 
gespalten. Der erste ProzeB verliuft ziemlich schnell, der Schwefel. 

siurerest wird dabei nicht als Schwefelsiure in Freiheit gesetzt, denn 

es waren nicht einmal Spuren derselben nachzuweisen, sondern wandert J fiir « 
an den Alkohol. Dieser Proze8 verlauft quantitativ und ist nach 
4 Stunden, wahrscheinlich aber schon friiher, beendet. Die Athy). 
schwefelsiure habe ich in Form ihres Brucinsalzes abgeschieden, (as 


in kaltem Alkohol schwer léslich ist. 1,5 g des Pyridinsalzes der Mono. a 
acetonglucose-3-schwefelsiure in 25ccm Alkohol werden 4 Stunden Priip 
unter Riickflu8 gekocht und dann noch hei’ mit 1,7 g Brucin versetzt bial 
Das Alkaloid lést sich sofort auf und beim Abkiihlen setzt die Kristalli. via 
sation des Brucinsalzes der Athylschwefelsiure ein. Zur Vervollstiindi. — 
gung derselben 1a8t man tiber Nacht im Eisschrank stehen. Die Aus- Be 
beute betragt 1,4 g einer Substanz vom Schmelzpunkt von 200 bis 201" stelle 
Da das Salz noch 6,58%, Kristallalkohol enthalt, was etwa */, Mol meres 
entspricht, so stellt sich die Ausbeute auf 83,5°% der Theorie. Beriick- tial 
sichtigt man ferner, daB das Salz in kaltem Alkohol (in 100 cem 1.5 ¢ wid 
noch merklich léslich ist, so diirften diese Ergebnisse fiir eine quanti- pe 
tative Umsetzung sprechen. 2 


Da das Brucinsalz der Athylschwefelsiure in der Literatur bisher BB jie 1 
nicht beschrieben ist, wurde die Athylschwefelsiure in bekannter & p,pj; 
Weise dargestellt und das Brucinsalz bereitet. Ein direkter Vergleich & yoyys 
der Eigenschaften bewies die Identitaét beider Praparate. Das 0 & jody, 
gewonnene reine Praparat schmolz bei 204 bis 205° unter Zersetzung. & aiti, 
Es kristallisiert aus Alkohol in harten glasglanzenden Nadeln; 0,2280 2 F jyco} 
Substanz verlieren beim Trocknen 0,0150 g an Gewicht, entsprechend FF ,, }, 
6,58°% Alkohol. Fiir den Verlust von 1 Mol. Alkohol wiirde sich dic F pj. 
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Zahi 8,12°, berechnen, wahrend sich fiir einen Verlust von 3/, Mol. 
\lkohol die Zahl 6,33 ° ergibt. Sowohl von dem aus Versuchen mit 
\cetonglucoseschwefelsiure stammenden Praparat (I) als auch von dem 
ynthetisch bereiteten Pnodukt (11) wurde je eine Schwefelsiurebestim- 
ming ausgefiihrt, die folgende Ergebnisse lieferte : 

I. 0,2130 g Substanz geben 0,0945 g BaSO,, 

II. 0,2069 g¢ “ .  0,0957 g BaSO,. 





CRS ski tied tists ere: rentals ile & paryta te 6.108 6,358 
Berechnet fiir C, H;0SO, HC,,H.,N,.O, (= 520,3) . 6,15 ° 


Die spezifische Drehung des analysierten Priparats (I) betrug 
- 1,32 . 100 
4,362 
Fir ein zweites Priiparat derselben Darstellungsweise wurde gefunden 

I g 
»  — 1,08. 100 eer 
a\7 29,679. 
[atl 3,640 
Fir das synthetisch bereitete Vergleichspriparat betrug 
— 1,30. 100 
(al 29,80°. 
4,362 


\lle Drehungen wurden in wisseriger Lésung und im | dm-Rohr 


[ul 30,269. 


bestimmt. Siamtliche fiir quantitative Untersuchungen bestimmte 
Priparate wurden bei etwa 80° im Vakuum iiber P,O; zur Gewichts- 
konstanz getrocknet, nachdem sie vorher im Vakuumexsikkator bei 
yewohnlicher Temperatur von dem mechanisch anhaftenden Lésungs- 
mittel befreit worden waren. 

Um die anderen Produkte der alkoholytischen Spaltung festzu- 
stellen, wurde die 4 Stunden lang gekochte Lésung ohne vorherigen 
Zusatz von Brucin mit Bariumcarbonat eingedampft und der Riick- 
stand mit Essigester extrahiert. Jedoch gingen dabei nur Spuren von 
Monoacetonglucose in Lésung. In einem Falle wurde eine geringe Menge 
einer sirupésen Substanz erhalten, die nicht in kristallisierte Form 
2 bringen war. Sie war in Essigester und Ather leicht léslich, drehte 


_die Ebene des polarisierten Lichtes nach rechts, reduzierte nicht die 


Fehlingsche Lésung, wohl aber nach dem Kochen mit Salzsiure. Sie wurde 
vorlaufig nicht weiter untersucht. Der in Essigester unlésliche Riickstand 


| reduzierte stark die Fehlingsche Lésung und gab an Alkohol keine optisch 
| aktiven Stoffe ab. Die Reduktionsfihigkeit diirfte also der Glucose zu- 


zuschreiben sein. Unterbricht man die Alkoholyse schon nach 2 Stunden, 


/so lassen sich erhebliche Mengen von Monoacetonglucose isolieren. 


Die unbekannte sirupése Substanz wurde dabei nicht beobachtet. 


29* 
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Zur Riickverwandlung der Monoacetonglucose - 3 - schwefelsii: 
die Diacetonverbindung wurden 3,3 g des Pyridinsalzes der e1 
mit 3g Kupfersulfat in 150 ecem Aceton 36 Stunden auf der Ma 
geschiittelt. Die vom Kupfersulfat filtrierte Acetonlésung wur 
Vakuum eingedampft. Der sirupése Riickstand erstarrt  berei 
Destillationskolben und wird mit wenig Alkohol (10 cem) unter gelijidey 
Erwirmen herausgelést. Die Ausbeute betrug 1 g an diacetongl i os 
schwefelsaurem Pyridin, das bei 160° unter Zersetzung schmolz. jini 


° * 18 > e ° ° 
ein Drehungsvermégen von [a] p — 22,61° zeigte. Bei dieser (\ 


legenheit sei bemerkt, daB eine Mischprobe der beiden Pyridinsaly 
in etwa gleichen Mengenverhiltnissen nicht unterhalb des niedrigere 
Schmelzpunktes, dem der Monoacetonverbindung, schmilzt, sonder 
bei zwischen beiden Schmelzpunkten liegenden Temperaturen. 

Zur Acetonierung des Bariumsalzes der Monoacetonglucos 
3-schwefelsiure wurden 1,4 g des mehrere Tage bei Zimmertemperat 
im Vakuum getrockneten Salzes mit 1,5 g Kupfersulfat und 100 coy 
Aceton 36 Stunden geschiittelt. Die filtrierte Acetonlésung hinter|ii{i; 
beim Verjagen des Lésungsmittels im Vakuum einen briaunlichen 
sirupésen Riickstand, der noch Spuren Kupfer, aber kein Barium mel 
enthalt. Der gesamte Schwefel befindet sich in organischer Binduny 
Die Substanz wurde in wenig kaltem Alkohol gelést, dem sie eine saun 
Reaktion gegen Lackmus erteilt, und mit Petrolaither bis zur |y 
ginnenden Triibung versetzt. Beim freiwilligen Eindunsten scheide: 
sich itiber Nacht 0,2 g feiner Kristallnidelchen ab, die sich als Glucos 
erwiesen. Sie schmolzen bei 135° und zersetzten sich bei 169° unter 
Schaiumen. 


Mono-acetonglucose-6-schwefelsdure. 


Die Veresterung der Monoacetonglucose- mit Chlorsulfonsiun 
wurde in derselben Weise ausgefiihrt, wie bei der Diacetonglucox 
beschrieben. Jedoch wurde ein geringer UberschuB des Acetonzucker 
angewendet. Da nach dem Abdestillieren des Chloroforms und Pyridin- 
im Vakuum aus dem sirupésen Riickstand kein kristallisierendes Pyricin- 
salz gewonnen werden konnte, versuchte ich, die Saure als Natriumsal7 
abzuscheiden, indem ich den bei der Diacetonglucoseschwefelsiur 
angedeuteten Weg einschlug. Die aus 4,5 g Monoacetonglucose un 
1,35 cem Chlorsulfonsiure gewonnene, sirupése Masse wurde in 90) cn 
absoluten Alkohols gelést, mit einer Lésung von 5g Natriumaceta' 
in 10cem Wasser vermischt und im Vakuum bei 45° eingedam)i 
Der Riickstand wurde mit 50cem Alkohol ausgekocht, wobei cin 
iuBerst feine Suspension entsteht, die die Filtration sehr erschwer' 
Das triibe Filtrat konnte jedoch durch Zusatz von 100 cem Aceto 
geklirt werden. LaBt man die Fliissigkeit tiber Nacht im Eisschrank 
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stehen, so hat sich das suspendierte Natriumacetat am Boden des 
Becherglases abgesetzt und kann leicht durch ein Faltenfilter ab- 
filtriert werden. Das Natriumsalz der Monoacetonglucose-6-schwefel- 
siure scheidet sich dabei nicht aus. Die nunmehr von allen Bei- 
mengungen befreite Lésung desselben wird im Vakuum stark eingeengt 


und bis zur beginnenden Triibung mit Chloroform versetzt. Uber 


Nacht scheiden sich etwa 3 g eines fein kristallinischen Niederschlages 
us. Dieses Rohprodukt wurde durch Umlésen aus Alkohol, in dem 
es in reinem Zustande in der Kilte schwer léslich ist, gereinigt. Man 
erhilt aber nur dann ausgepragte Kristalle, wenn man einige Tropfen 
Wasser zusetzt. Das so dargestellte Natriwmsalz enthalt 1 Mol. Kristall- 
wasser, das es auch beim Trocknen im Vakuum iiber P,O; bei 100° nicht 
verliert. Es schmilzt bei 157° unter starkem Schiumen und hat eine 
spezifische Drehung von 
| 18 0,35. LOO wen 
“lp 3,544 ical 
Fir das zum zweiten Mal umkristallisierte Praparat wurde gefunden 
0.36. LOO 
8 - Sea — 88 
4,552 mg Substanz : 5,430 mgCO, und 2,04 mg H,0O, 
0,1432 g ne : 0,0987 g BaSO,. 





a AC eee eee eee ers a 
Berechnet fiir C, H,O,C, H, SO, Na (= 322,1) . . . .. 33,54 466 9,94 
3 », C,H,O,C,H,SO,Na+ !/, H,O (=331,1)) 32,63 4,83 9,67 


Es gelang indessen nicht immer, nach dieser Vorschrift eine gleich 
groBe Ausbeute und ein gleich reines Produkt zu bekommen, ins- 
hesondere bei gréBeren Ansiitzen. 


Das Bariumsalz der Siure wurde in folgender Weise bereitet. Der 
us 4,5 g Monoacetonglucose und 1,35 cem Chlorsulfonsiure gewonnene 
Sirup wurde in etwa 100 ccm kaltem Wasser gelést, tiber Nacht mit 
Bleioxyd und Bariumcarbonat geschiittelt, wodurch die freien Sauren 
entfernt werden bis auf Spuren von Chlorionen und die Acetonglucose- 
6-schwefelsiure als Bleisalz in Lésung geht. Die von dem Bodensatz 
abfiltrierte Lésung wird durch Zusatz einer heil} gesittigten Silber- 
sulfatlésung vollstindig entchlort, dann durch Einleiten von H,S in 
Gegenwart von Bariumcarbonat von den Schwermetallen befreit, 
schlieBlich erschépfend mit Ather ausgeschiittelt, um die Pyridinreste 
zu entfernen, und im Vakuum eingedampft. Es empfiehlt sich, dabei 
noch etwas Bariumearbonat hinzuzufiigen. Der Riickstand wird mit 
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absolutem Alkohol aufgenommen und mit viel Ather versetzt, (.:)) 
fallt das Bariumsalz in Form dicker zusammenballender Flocken 4). 
die sich beim Stehen im Eisschrank itiber Nacht in ziemlich |p, 
Brocken umwandeln und leicht mit einem Glasstabe zu einem fi 
Pulver zerdriickt werden kénnen, ohne zu verschmieren.  Beim 
saugen des Niederschlags ist darauf zu achten, da®B die bereits 
das Filter gebrachte Portion stets mit der Mutterlauge oder Wa 
fliissigkeit bedeckt bleibt, damit sie nicht Luftfeuchtigkeit anzieht 
zerflieBt. Man wiischt mit einer Mischung von 1 Teil Alkohol jing 
10 Teilen Ather. Zur Analyse wurde die Substanz noch zweimal avs 
Alkohol mit Ather umgefallt und im Vakuum iiber Chlorcaleium bei 
Zimmertemperatur getrocknet, da sie sich bei héheren Temperature 
zersetzt. Wie aus den Analysen ersichtlich, halt das amorphe Priiparat — 
noch | Molekiil Alkohol zuriick. 
0,2340 g Substanz : 0,0720g BaS0O,, 
0,2457 g ‘ : 0,1480g BaSQ,. 


ein Z 
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CRIES Fh vin ne op cro tik wales PE ek. WRG. 18,12 8,27 Losu 
Berechnet fiir (C,; H,O,C, H, 8O,), Ba(= 735,4) . 19,54 910 


,», (CyH,O,C; H, $O;), Ba + C,H,O . 18,33 8.54 stan: 


ry 


Das Drehungsvermégen dieses Praparats hatte den Wert a 
fos? — 0,30.100  s00 pen 
4,148 

(Wasser, 1 dm-Rohr). Das Bariumsalz lést sich auch in heiben 

Amylalkohol, scheidet sich daraus aber in amorphen Flocken aus 

Alle Versuche, das Bariumsalz oder Natriumsalz durch Umsetzung 

mit Brucinsulfat in das entsprechende Brucinsalz itiberzufiihren 
lieferten keine brauchbaren Ergebnisse. Entweder schied sich aus det Gefu 
alkoholischen Lésung gar nichts aus, oder sie triibte sich beim Einenge: aa 

infolge Bildung einer Emulsion, die sich im Eisschrank iiber Nach 

klirte und einen geringen sirupésen Bodensatz lieferte, der nicht 2. 
Kristallisation zu bringen war. Acet 
Dagegen konnte das Strychninsalz in guter Ausbeute und in schénen Bod 
Kristallen erhalten werden. 2g des Bariumsalzes wurden in ctwa orga 
20 ccm Wasser gelést und erstens mit 15 ccm bei Zimmertemperatui dam 
gesittigten Barytwassers, zweitens mit einer wasserigen Lésung von gelés 
2,3g Strychninsulfat (C,,H,.N,O,.H,SO,) versetzt. Die Lésung wure 
wird noch durch wenige Tropfen Barytwasser eben alkalisch gemacht neigt 
filtriert und im Vakuum eingedampft. Der Riickstand wird mit 50 com Bari 
heiBen Alkohols ausgekocht. Beim Abkiihlen der alkoholischen Losing gefu 
erfolgt bald die Kristallisation des Strychninsalzes, das sich nach das 
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Stehen tiber Nacht im Eisschrank in einer Ausbeute von 3,2 g ab- 
geschieden hat. Nach mehrtagiger Trocknung tiber P,O,; beginnt es 
yon 178° an zu erweichen und zersetzt sich unter Schiumen bei 182°. 
Sein Drehungsvermégen hat den Wert 

ini? = eee, = — 22.90" 

'» 
(Wasser, 1 dm- Rohr). Durch nochmaliges Umkristallisieren aus 
Alkohol andert sich der Schmelzpunkt nicht, waihrend das Drehungs- 
vermogen auf den Wert 
1) 1.11. 100 , 
lalp > 25,19° 
4 406 

ansteigt und nach nochmaligem Umlésen auf dieser Hohe bleibt. Fiir 
ein zweites Praparat wurde der Wert 

Cars — _ 24,29° 

1,647 .2 
(Wasser, 2dm-Rohr) gefunden. Das Salz ist in kaltem Wasser relativ 
schwer léslich, noch schwerer aber in kaltem Alkohol, wahrend es sich 
in siedendem Athylalkohol leicht lést und sich aus der konzentrierten 
Lisung zunachst élig ausscheidet. Man kristallisiert daher die Sub- 
stanz am zweckmabigsten aus stark verdiinnter alkoholischer Lésung 
um, die man langsam verdunsten laBt. Dabei scheidet es sich in schénen 
Nadelrosetten aus. Zur Analyse wurde das Praparat iiber Chlorcal- 
cium bei Zimmertemperatur im Vakuum getrocknet. 

0,1139 g Substanz geben 0,2360 g CO, und 0,0644g H,, 
0,2043 g - »  0,0760¢ BaSOQ,. 





Spt 56,51 6,33 5,11 


nen tig Saree BE Saree Ques ae 
Berechnet fiir C, H,O,C, H, (SO, H).C,, H., N,O, 


(= 634,4) 56.75 605 5,04 


Zur Acetonierung des Bariumsalzes wurden 2 g desselben in 80 cem 
Aceton mit 2g Kupfersulfat 2, Tage geschiittelt. Der abfiltrierte 
Bodensatz bestand lediglich aus Kupfersulfat und enthielt keinen 
organisch gebundenen Schwefel. Das Filtrat hinterlieB nach dem Ein- 
dampfen im Vakuum einen sirupésen Riickstand, der in wenig Alkohol 
gelést, von einer geringen Triibung filtriert und mit Ather ausgeflockt 
wurde. Er erwies sich als das unveranderte Ausgangsmaterial. Er 


: pe 420 v7 . 
zeigte eine spezifische Drehung von [«]p 7,19° und hatte einen 
Bariumgehalt von 17,98°, wahrend fiir das Ausgangsmaterial 18,32 °, 
gefunden worden waren. Andererseits betragt der Bariumgehalt fiir 


das diacetonglucoseschwefelsaure Barium 16,84 %. 
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Zur Abspaltung des Acetons wurde 1g des Bariumsalzes in 
iiquivalenten Menge 27,2cem n/10 Schwefelsiure gelést und 
Nacht bei 37° aufbewahrt. Die Lésung wird mit Bariumcarh 
neutralisiert, filtriert, mit einer wiasserigen Lésung von 1,2 g¢ Bric 
sulfat versetzt, wiederum filtriert, im Vakuum stark eingeengt und 
Aceton versetzt. Beim Reiben mit dem Glasstab erfolgt die Krist 
sation von 0,75 g des Brucinsalzes der Glucoseschwefelsaure, die a 
dings noch etwas zu niedrig, nimlich bei 177° unter Zersetzung schmil; 
Nach dem Umkristallisieren aus Wasser und Aceton stieg der Schmelz. 
punkt auf 180°. Auf Grund der Drehung und der Analyse liegt in (1 
Tat das Brucinsalz einer Glucoseschwefelsiure vor, das mit dem 
Soda beschriebenen Brucinsalz identisch ist. Eine Mischprobe (1 
beiden Salze zeigt keine Schmelzpunktserniedrigung. 

Das Analysenpriparat wurde bei 80° iiber P,O,; bis zur Gewi 
konstanz getrocknet. 

0,1757 g Substanz geben 0,0630 g se 

gef. 4,93 % 8S, ber. f. C,H,,C,SO,H. H,,N,.O, = 654, == 4,89 


Die Anfangsdrehung des tei enné im 1dm-Rohr 


—_ 0,09 . 100 
[alp = — eae — 1,622, 


nach 24 Stunden 
tei oe SE ei Gtr 
2,767 
Zur Darstellung des Strychninsalzes der 6-Glucoseschwefelsdi) 
wurden 8,7 g des Bariumsalzes der Monoacetonglucose-6-schwefelsiitire 
mit einer Lésung von 9,6 g Strychninsulfat (saurem Salz) versetzt wn 
iiber Nacht bei Zimmertemperatur stehen gelassen, wobei das Acet« 
abgespalten wird. Die Lésung wurde mit Barytwasser neutralisicrt 
filtriert und im Vakuum stark eingeengt (auf 20cem). LaBt man 
diese Lésung iiber Nacht im Eisschrank stehen, so kristallisiert «as 
Strychninsalz der Glucoseschwefelsiure in langen, feinen und _ bic. 
samen Nadeln aus, die die ganze Fliissigkeit erfiillen. Nach meli- 
maligem Umkristallisieren fallt der Anfangswert der Drehung_ }i- 
trachtlich ab, wahrend der Endwert nach der zweiten Kristallisation 
praktisch konstant bleibt. Ebenso nimmt die Léslichkeit des Salze- 
mit den fallenden Drehungswerten zu. Fiir die zweite Kristallisation 
betrug die Drehung nach etwa einer halben Stunde 


— 0,24 . 100 
[a > eee 6,27°, 


die Enddrehung 


is 0,03. 100 le 
[a|p ce 1,914 - = — V,IS'*" 
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r die dritte Kristallisation wurde gefunden: eine Anfangsdrehung von 


reels wok 100 _ 3 190 
2,084 
uid eine Enddrehung von 
real! — = 100 0.720. 
2,084 

Zur Analyse wurde das Salz bei etwa 80° im Vakuum tuber P,O, ge- 

ocknet, wobei ein Gewichtsverlust von 2,87 °, eintritt. 

0,1658 g geben 0,3300 g CO, und 0,0885 g H,O, 

gef. 54,28% C und 5,97% H, ber. f. C, H,, 0,SO,H. C,,H,, N,O, 

504,3. C = 54,52%, H 5,77. Die Schwefelbestimmung wurde 
mit einer bei Zimmertemperatur getrockneten Substanz ausgefiihrt. 

0,1741 g Substanz geben 0,0634 g BaSO,, 

gef. S = 5,00 %, ber. f. d. Strychninsalz + 1 H,O (= 612,4) S = 5,23 %. 
Diesem entspricht ein Gewichtsverlust beim Trocknen von 2,94. 

Aus diesen Zahlen geht hervor, daf das Strychninsalz | Molekil 
Kristallwasser enthalt. 

Zur Acetonierung des glucoseschwefelsauren Brucins wurden 1,8 g¢ 
dieses Salzes mit 2g Kupfersulfat und 80cem Aceton 2 Tage auf der 
Maschine geschiittelt. Dabei gehen keine merklichen Substanzmengen 
in Lésung. Die Substanz wird daher auf einem Saugfilter gesammelt 
und erschépfend mit siedendem Alkohol extrahiert, bis keine Triibung 
der alkoholischen Lésung beim Erkalten mehr eintritt. Dabei geht 
noch etwas Kupfersulfat mit in Lésung, das sich jedoch beim Erkalten 
und Eindunsten des Lésungsmittels abscheidet. Der Verdunstungs- 
riickstand wird in 5cem Wasser gelést und langsam unter Reiben mit 
l0cem Aceton versetzt, wobei sich das Kupfersulfat abscheidet. Das 
farblose Filtrat davon wird nun weiter mit viel Aceton versetzt und 
scheidet nach einigen Stunden im Eisschrank 0,5 g des unverinderten 
Ausgangsmaterials vom Schmelzpunkt 183° ab. Die Mutterlaugen 


wurden im Vakuum eingedampft und hinterlieBen eine sirupdse Masse, 


die noch viel organisch gebundenen Schwefel und Brucin enthielt. 
Sie war leicht léslich in Alkohol, lieferte aber beim Stehen in Eis und 
allmaihlichem Kindunsten der Lésung nur Spuren von kristallisierter 
Substanz. Augenscheinlich lag das Brucinsalz der Monoacetonglucose- 
§-schwefelsiure vor, da das Brucinsalz der Diacetonglucose-schwefel- 
siure in Aceton léslich und das Brucinsalz der Monoacetonglucose- 
3-schwefelsiure in kaltem Alkohol schwer léslich ist. 

Nachtrag bei der Korrektur. Die Rolle der Sdure bei der Acetonierung 
der B-Glucose diirfte sich nach allen im vorstehenden niedergelegten 
Beobachtungen nicht auf die des Katalysators der Acetonanlagerung 
beschrinken. Man mu vielmehr annehmen, daf sie sich chemisch 
an der Reaktion beteiligt, indem sie den Sauerstoffring, welcher, der 

















2 es re aa apie “Peli ev 4 


448 H. Ohle: Zuckerschwefelsauren, VI. 


bisherigen Gepflogenheit folgend, als Furanring angenommen wird, wn 
gleichzeitiger Anlagerung 6ffnet, so daB ein Ester der Formel \ ||| 
entstehen wiirde. Dieser wiirde erst die Fahigkeit haben, mit Acet y2 
zu reagieren, und dann unter Wasserabspaltung wieder in ein Cyclo- 
derivat tibergehen, in dem die Sauerstoffbriicke notwendigerweise ei: 
andere Lage haben miiBte als in der B-Glucose, da ja das Hydroxy} 
in Stellung 4 durch den Saurerest besetzt ist. Da ferner Verbindung V1I| 
hefahigt ist, sich mit zwei Molekiilen Aceton zu vereinigen, also cic 
Hydroxyle 1, 2, 5 und 6 besetzt werden, kann der RingschluB nw 
unter Beteiligung der O H-Gruppe 3 erfolgen, und es wiirde ein Produkt 
resultieren, dem die Konstitution IX zukime. Dieses wiirde nun 
weiterhin den Saurerest bis zu einem Gleichgewichtszustand abspalten 
und so Diacetonglucose liefern. Diesem Traubenzuckerderivat ent. 
spriche demnach nicht die Formel I, sondern X. 
H H 


HO.C.OH C.O 
C(CH,), 
H.C.OH C.O 


C.H C.H 
H.C. Ae H.C. Ae H.C: 


H.C.OH H.C.O H. 
) o eg, 


H.C. 


HAC OH H,C.O 

VIII. IX. 

Die Tatsache, daB bei der Acetonierung der Glucose mit HCi eine 
sehr labile Substanz auftritt, die organisch gebundenes Cl enthalt und 
dieses bei der Aufarbeitung des Reaktionsgutes schon unter sehr milden 
Bedingungen als HCl abspaltet, wiirde sich dieser Auffassung gut ein- 
fiigen. Ich habe nun Schwefelsaure statt HCl als Katalysator verwendet 
und in der Tat die Bildung eines Schwefelsiureesters nachweisen 
kénnen, der den Vorzug besitzt, wesentlich stabiler zu sein als dic 
entsprechende Cl-Verbindung, so da eine Lsolierung desselben méglich 
ist. Mit der Untersuchung dieses Esters sowie der Kinetik dieses 
Vorganges bin ich beschaftigt. 

Da indessen die Existenz eines Viererringes in der Diacetonglucose 
mit den bisherigen Erfahrungen tiber die Stabilitaét von Ringsystemen 
nicht gut im Einklang steht, diirfte die Karrersche Formulierung vo! 
zuziehen sein, solange nicht durch weiteres experimentelles Materia! 
Stiitzen fiir Formel X beigebracht werden kénnen. Bekennt man sic!) 
aber zu Formel 1, so miiBte man von der Annahme eines Furanringe~ 
in der B-Glucose Abstand nehmen. 





Untersuchungen iiber die Kolloidstabilitit des Serums 
mittels oligodynamischer Metallwirkung und ihre diagnostische 
Verwertbarkeit. 


Von 


Rud. Reitler. 
(Aus der staatlichen bakteriologischen Station Kragujevac, SHS.) 


(Eingegangen am 21. Januar 1923. 


I. 

Untersuchungen iiber die Kolloidstabilitat des Serums wurden 
erst in letzter Zeit haufiger und von recht verschiedenen Gesichts- 
punkten aus angestellt, nachdem Schade schon 1908 auf die Wichtigkeit 
solcher Untersuchungen hingewiesen hatte!). Die alteren diesbeziiglichen 
Untersuchungen gingen von der Erkenntnis aus, daB der ersten Phase 
der Wassermannschen Reaktion ein ultramikroskopischer Fallungs- 
vorgang zugrunde liege, und hatten zum Ziele, die scheinbar gréBere 


Labilitat des Luetikerserums gegeniiber gewissen kolloiden Systemen 
(Antigen) direkt makroskopisch sichtbar zu machen. Das Resultat 


dieser Untersuchungen sind die Flockungsreaktionen auf Lues nach 
Sachs-Georgi und Meinicke, sowie die Triibungsreaktion Dolds*). Weitere 
Untersuchungen mit anderen Fiallungsmitteln wurden neuerdings, zum 
Teil angeregt durch die Ergebnisse des Blutkérperchensenkungsmethode, 
angestellt. Da sich bei einem so komplizierten System, wie es das 
Serum darstellt, a priori erwarten lieB, daB verschiedene Stabilitats- 
priifungsmethoden verschiedene Charakteristika des Serums zutage 
treten lassen wiirden, schien es nicht iiberfliissig, neben den bisher 
iiblichen Methoden (Fallung durch Organextrakte, durch Elektrolyte 
verschiedener Konzentration usw.) ein weiteres Agens zur Stabilitits- 
prifung heranzuziehen, die oligodynamische Metallwirkung. 


1) Diese Zeitschr. 11, 3101. 

2) Neuere Arbeiten haben allerdings festgestellt, dai gerade in diesem 
Falle nicht eine gréBere Labilitiit des Serums vorliegt, sondern, da das 
Luetikerserum die Fahigkeit hat, bestimmte Lipoide des Antigens aus- 
zuflocken. 
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In Band 123, Heft 1 bis 4 dieser Zeitschrift haben Hess und Rei! 
die Beobachtung mitgeteilt, da menschliches Blutserum, in Konta 
mit metallischem Kupfer gebracht, EiweiBfiliungen zeigt, welc! 
wie die mikroskopische Beobachtung des Fallungsvorgangs lehri 
nicht durch das allmihliche Entstehen eines Kupfersalzes und 
dadurch bedingte Ausfaillung von Serumeiweif erklarbar sind, sonde: 
bei entsprechender Serumverdiinnung, sofort im Augenblick 
Kontakts auftreten, demnach als eine Wirkung des metallischen Kupfc: 


» 


als solchen aufzufassen und vermutlich in jene Gruppe von Ersch: 


nungen einzureihen sind, welche wir nach dem Vorgange Ndgelis a\- 


oligodynamische Metallwirkungen bezeichnen. Kontrollen mit andere 


Metallen ergaben ein prinzipiell gleiches, der Intensitaét nach sehr ver. 
schiedenes Verhalten. Es konnte ferner gezeigt werden, da®B die Falluny 


1. mit zunehmender Kontaktdauer zunimmt, 2. bei héherer Temperati.: 
rascher und weitgehender eintritt als bei niedriger, 3. bei héhere: 
Serumkonzentrationen sich viel langsamer entwickelt als bei niedrigere), 
4. bei gleicher Kontaktdauer und gleicher Temperatur bei verschiedenc: 
Individuen bis zu verschieden hohen Serumkonzentrationen fort 


schreitet, die Fallbarkeit demnach eine verschieden groBe ist, dal} 
endlich 5. die Fallbarkeit bei langerem Stehenlassen des nativen Serum: 


merklich zuriickgeht und daB 6. dieser Riickgang zum Teil, aber nicht 
ganz, auf den Komplementschwund bei Altern des Serums zuriick 
zufiihren ist. Von der letztgenannten Tatsache ausgehend, wuri: 
schlieBlich nachgewiesen, da physiologische NaCl-Lésung, welch 
mit Kupfer in Kontakt gestanden war, antikomplementiire Figen 
schaften im himolytischen Versuch bei entsprechender Komplement 
verdiinnung zeigt, und somit ein weiteres Kriterium fiir die olig: 
dynamische Natur der Metallwirkung auf Sera, ihre Ubertragbarkei: 
auf Fliissigkeiten durch Kontakt, gewonnen. Das Wesen des Fillung- 
vorgangs ist als eine physikalisch-chemische Zustandsinderung «i 
kolloidalen SerumeiweiB im Sinne einer Verminderung des Dispersitiit- 
grades aufzufassen, welche endlich als Ausfallung makroskopisc! 
sichtbar wird, auf deren Einzelheiten im zweiten Teil niher eingegange: 
werden soll. Wir haben hier gewissermaBen das Gegenstiick zu de: 
kolloid-chemischen Liquoruntersuchungsmethoden vor uns: wihren: 
bei diesen der Dispersitatsgrad einer gleichbleibenden Menge eine: 


Kolloids (Goldsol, Mastix) durch den Zusatz wechselnder Menger 


anderer Kolloide (Liquor) in verschiedener und fiir bestimmte Kran! 
heiten charakteristischer Weise beeinfluBt wird, verursacht hier « 
Kontakt gleich groBer Metalloberflichen mit wechselnden Kolloic 
mengen eine Anderung des Dispersitatsgrades der letzteren. 

Die ceteris paribus verschieden gro8e Fallbarkeit von Seris vei 
schiedener Individuen legte die Méglichkeit einer diagnostischen Ve: 


alle 
rele 
refi 
hie 
nan 
Vel 
ma! 
‘inc 
zen 
wel 
suc 
teri 
abe 
fest 


des 
unc 
Au 
Fal 
sine 
glei 
sicl 
36 

me! 
unt 
Fal 
rast 
zur 
jed 
geh 
not 





Kolloidstabilitat des Serums. 451 


tung dieses Prinzips nahe, doch haftete der seinerzeit von Hess 

id Reitler angewandten Methode — Bestimmung der maximalen, 

en noch fallbaren Serumkonzentration nach 12stiindigem Kontakt 
bei Eisschranktemperatur — ein Fehler an, der durch Anderung der 
Untersuchungstechnik ’ beseitigt werden muBte. Da einerseits die 
| allungsgrenze in einer verhaltnismabig fein abgestuften Konzentrations- 
reihe bestimmt wurde, andererseits der EiweiBgehalt der Sera um 
einen Normalwert ziemlich merklich schwankt, so wire ein einwand- 
freier Vergleich der Fallungsgrenzwerte nur im Zusammenhang mit 
dem jeweiligen EiweiBgehalt der betreffenden Sera gestattet, wenn 
auch die relativ geringe Fallbarkeit einiger Sera hydrimischer Pa- 
tienten schon ein Hinweis darauf war, daf dieselbe durchaus nicht 
allein vom EiweiBgehalt des Serums abhingig sei. Da nun auch die 
relativ rascheste quantitative SerumeiweiBbestimmung, diejenige auf 
refraktometrischem Wege, fiir Massenuntersuchungen, um die es sich 
hier ja handeln mute, zu zeitraubend erschien, suchten wir den ge- 
nannten Fehler auf eine andere Art zu vermeiden. Es wurden in den 
Verdiinnungsreihen nicht nur die maximalen, sondern auch die mini- 
malen Konzentrationen der Sera festgestellt, welche eine Zustands- 
inderung eben noch deutlich erkennen lieBen, ferner wurde die Kon- 
zentration des Fallungsmaximums sowie der Flockungsgrenze, bis zu 
welcher das Serum in distinkten Flocken ausfallt, notiert und unter- 
sucht, ob sich aus der Relation all dieser Daten zueinander Charak- 
teristika fiir bestimmte Krankheiten oder Krankheitsgruppen oder 


aber fiir bestimmte pathologische Zustandsbilder verschiedener Atiologie 


feststellen lassen. 

Eine gréBere Zahl von Vorversuchen mufte zunichst tiber Alter 
des Serums, optimale Kontaktdauer, Temperatur wahrend des Versuchs 
und Konzentrationsunterschiede zwischen den einzelnen Verdiinnungen 
AufschluB geben. Da das Serum in seiner Fallbarkeit wie auch in seiner 
Fahigkeit, ausgeflockt zu werden, durch langeres Stehen zuriickgeht, 
sind nur solche Reihen miteinander vergleichbar, fiir welche Sera 
gleichen ,,Alters** zur Verwendung kamen. Am geeignetsten erwiesen 
sich nicht inaktivierte, ginzlich blut- und hamoglobinfreie Sera 24 bis 
36 Stunden nach Entnahme. Innerhalb dieser Zeitspanne tritt keine 
merkliche Veranderung ein. Bis zur Untersuchung miissen die Sera 
unbedingt kiihl, am besten im Eisschrank aufbewahrt werden, da die 
Fahigkeit zur Flockenbildung bei héherer Temperatur auf erordentlich 
rasch zuriickgeht. Als beste Verdiinnungsreihe ergab sich eine, der 
zur Mastixreaktion im Liquor verwendeten analogen Reihe, bei welcher 
jedes nachstniedrigere Glied die Halfte der Serummenge des vorher- 
gehenden enthalt. Diese groBen Konzentrationsunterschiede sind 
notig, um hinreichend deutliche Fallungsunterschiede erkennen zu 
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lassen. Als Verdiinnungsfliissigkeit dient 0,9proz. NaCl-Lésung. | 
Herstellung einer solchen Reihe gestaltet sich auBerst einfach: 14 Epr: 
vetten von gleichem Lumen und gleicher Wanddicke werden mit 
2ccm NaCl-Lésung beschickt, hierauf dem ersten R6hrchen 2 ¢ 
Serum zugesetzt, nach griindlicher Mischung 2 ccm dieser Verdiinnunyg 
dem zweiten Rohrchen zugesetzt usw. Wir erhalten somit Verdiinnung:n 
von 4, 44, 1/, usw. In jedes der nunmehr 2 ccm der entsprechenden 
Verdiinnung enthaltenden R6hrchen wird ein quadratisches Plattche 
reinsten Kupferblechs (cuprum analyticum Merck) von der Seitenlinge 
| em eingetragen. Es entfallt somit auf | qem Kupferoberflache 1 « 
Fliissigkeit. Die Kupferplattchen miissen knapp vor der Benutzung 
griindlichst durch Abreiben mit Glaspapier gereinigt, hierauf in destil- 


liertem Wasser kurz abgespiilt und zwischen Filtrierpapier rasch ge- 
trocknet werden. Nach Beschickung der Réhrchen mit Kupfer wird 
die ganze Verdiinmnungsreihe in einen Brutschrank von 37° gebracht 
welche Temperatur sich als entsprechend fiir eine rasche Entwicklung 
der Fallung erwiesen hat. Wahrend nun nach ',- bis ',stiindigem 
Kontakt zwischen Kupfer und Serum nur eine gleichmaBige Triibung 
der mittleren Verdiinnungen (etwa ! a2 bis 1/900) festzustellen ist. tritt 


nach einstiindiger Verweildauer in einer Anzahl von Réhrchen ein 
mehr oder minder deutliche Flockung auf. Wird nunmehr die ganze 
Reihe unter Vermeidung von Umschiitteln bei kiihler Zimmer- oder 
Kisschranktemperatur 20 Minuten abkiihlen gelassen, so entwickelt 
sich eine sehr starke Flockenbildung bis zu einer gewissen Minima! 
konzentration, von welcher abwarts nur mehr eine homogene Triibuny 
zu erkennen ist, welche ihrerseits sich noch einige Verdiinnungsgrade 
weiter verfolgen laBt. Sollen nun das Fallungsmaximum sowie die 
héchste noch fillbare Konzentration bestimmt werden, so miissen 
die betreffenden Réhrchen (1, bis !/,59) kraftig aufgeschiittelt werden, 
da einerseits die Fallung in den héheren Konzentrationen fest am 
Kupfer haftet, andererseits die Flockungbildung eine Bestimmung der 
maximalen Triibung verhindert. Dabei zeigt sich, das 1. ein Teil des 
gefallten EiweiBes besonders in den héheren Konzentrationen durch 
Umschiitteln wieder in Lésung geht und 2. die Flocken in den héheren 
Konzentrationen von geringerer Grobe, aber gréBerer Konsistenz und 
durch Schiitteln nicht zu einer gleichmabigen Triibung zu_verteilen 
sind, wie dies von einer bestimmten Konzentration abwiirts méglich ist 

Auf Grund dieser Beobachtungen wurde nun folgende Versuchs 
anordnung eingehalten: von nicht inaktiviertem blutfreien Serun 
das bis zur Verwendung im Eisschrank aufbewahrt wurde, wird 24 bis 
36 Stunden nach Entnahme eine Verdiinnungsreihe wie oben an 
gegeben hergestellt, die einzelnen Réhrchen mit Kupfer beschickt und 
die ganze Reihe zunichst 1] Stunde bei 37°, hierauf weitere 20 Minute: 
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Kisschrank belassen. Dann wird ohne Umschiitteln die letzte 
Flocken zeigende Konzentration (Flockungsgrenze) sowie die letzte. 
noch deutlich getriibte Konzentration (Endreaktion) notiert. Nun- 
mehr werden zwecks Feststellung der héchsten, noch kleine Flocken 
zeigenden Serumkonzentration (Anfangsreaktion) und der starksten 
Triibung (Fallungsmaximum) die hierfiir in Betracht kommenden 
<ohrehen kraftig geschiittelt, gewartet, bis keine weitere Aufhellung 
durch Riickkehr der Fallung in Lésung erfolgt. und hierauf die be- 
treffende Konzentration notiert. 

Die Anfangsreaktion variiert zwischen den Verdiinnungen 14 bis 
' jp. das Maximum zwischen 1, und !/,9), die Flockungsgrenze zwischen 


, und 1 1999 Und die Endreaktion zwischen ! so00 UN !/g099. Die Be- 


stimmung des Maximums macht oft dadurch Schwierigkeiten, da®B in 
zwei oder drei Réhrchen die Triibung so stark ist, daB in dicker Schicht 
keine Unterschiede mehr wahrgenommen werden kénnen. In diesem 
Falle fiihrt ein kleiner Kunstgriff meist zum Ziel. Der Inhalt eines 
jeden dieser Rohrchen wird in ein anderes Réhrehen mit sehr engem 
Lumen gefiillt, wie sie zur Bestimmung des Keimgehalts von Vaccinen 
iiblich sind, und diese dann miteinander verglichen. Derart ist ein 
Maximum meist festzustellen. Sollten dennoch alle drei Réhrchen 
die gleiche Triibung aufweisen, so wird das mittlere als Maximum 
betrachtet, sind zwei untereinander gleich, so nehmen wir das Maximum 
als zwischen ihnen liegend an. Doch sind solche Fille nicht hiufig. 
Alle Ablesungen sollen nur bei greller kiinstlicher seitlicher Beleuchtung 
erfolgen. 

Es wurden nun an den Seris von 200 kranken und gesunden 
Menschen beiderlei Geschlechts und verschiedensten Alters derartige 
Untersuchungen vorgenommen. Selbstverstandlich wurden nur Falle 
mit absolut sichergestellter Diagnose herangezogen. Bei Infektions- 
krankheiten muBte die klinische Diagnose so weit als méglich durch 
bakteriologische oder serologische Methoden erhirtet sein. In allen 
Fallen wurde die Wassermannsche und die Reaktion nach Sachs- 
Georgi angestellt. Als aktive Lungentuberkulose wurden nur Fille 
mit positivem Sputumbefund bezeichnet, alle anderen wurden vor- 
laufig von der Untersuchung ausgeschlossen. Allerdings brachte es 
diese Art der Auslese mit sich, da zahlreichere vorgeschrittene als 
initiale Fille zur Untersuchung kamen. Dagegen wurde unter die 
Gruppe der ,,.Normalen™ absichtlich eine kleine Anzahl sicher nicht 
mehr aktiver Folgezustinde nach Tuberkulose (ginzlich zirrhotische 
Spitzenkatarrhe usw.) aufgenommen. 

Es ergab sich zunachst, daB weder Alter noch Geschlecht des 
Kranken, noch auch die Tageszeit der Blutentnahme von merklichem 
KinfluB auf das Verhalten des Serums waren. Nur stark chyliése Sera 
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zeigten stirkere Flockungstendenz. Ferner lieBen weder die Anfa. 
noch die Endreaktionen charakteristische Eigentiimlichkeiten bei <i 






bisher bearbeiteten Material erkennen. Dagegen erwies sich die Stell 

der Flockungsgrenze in ihrem Verhialtnis zur Stellung des Fialluny, 
maximums in der Verdiinnungsreihe als héchst charakteristisch |i) 
das Serum Tuberkuléser und Malariker im Gegensatz zum Sern 
anderer Kranker und Gesunder. Da im folgenden nur von dies: 









Unterschied die Rede sein soll, geniigt es, die fiir diese zwei Punkt 






gefundenen Verdiinnungszahlen mitzuteilen, welche nun in tabellarisc |i 
Ubersicht folgen sollen. Dabei wurde der Einfachheit halber der rey 

proke Wert der Verdiinnung angegeben, so daB also z. B. Maximum (i4 
Flockungsgrenze 250 bedeutet: Das Maximum liegt bei der Verdiinnun 


1/¢4, die Flockungsgrenze bei 1/559. 

















A. Physiologische Zustinde. 


II. Gesunde, gravide Fravwe 
I. Normale (28 Faille). (7 Fadlle). 





































Maximum gepre Maximum ——— Me Maximum ose 
64 250 64 250 2. 64 250 
64 250 64 250 8. 64 128 
32 250') 128 250 9, 64 | 128 
64 250?) 128 500 9. 128 128 

128 500 64 128 9, 64 | 128 
64 250 128 250 9 64 128 
96 250 128 128?) 9 128 ]28 
64 250 128 250?) 

64 250 128 250 
32 250 96 250 
128 128 96 250 
128 250 64 128?) 
64 250 96 250 
64 250 64 250?) 









B. Pathologische Zustiinde. 


I. Lues (32 Fadlle). 
a) Hereditar (2 Fille), 
















Maximum Flockungsgrenze 












64 250 
64 250 














1) Alte, ausgeheilte Coxitis tubere. 
2) Cicatr. apic. 
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b) Erworbene (30 Falle). 





ytadium Maximum __ Flockungsgrenze Stadium Maximum _ Flockungsgrenze 


Primar affekt lat. 96 500 
sero + 64 128 = 64 128") 
IT 64 250 f 96 2501) 

64 250 ¥ 96 500 

96 250") 3 64 250 

96 250 a 64 250 

96 500 Fo 64 250 

128 250 i 128 250 

96 500 Ke 128 250 

128 2501) 64 250 

128 250 be 64 250 

32 128 192 1000 
32 250 ; 128 128') 

128 500 i 128 128 

64 250 Bs 64 250 
64 250 





II. Malaria (17 Faille). 





Art Maximum _ Flockungsgrenze 


PEM SCENE cs cars eC ie Maleee ley VS 32 500 
* rn, ee ey a eee 64 500 
Trop. chron., fieberlos. ...... 64 1000 


* a4 = es reap Sy, Naa 64 500 
Tert. chron., fieberlos ....... 64 1000 

- pe % und Epilepsie 64 250 
RE POemtaes SS re ee rs 64 500 
Eee SS SOP Se 32 500 
MRORMOUEE Gwe. Tere ee 64 500 

i in Chininbehandlung. . 128 256 
EE MRIO Ste icitihe”  vak eae dase.” oy 32 500 
iy pee oe) Ge 32 500 
Trop. TP RR SRE ela ae ee 96 500 
arop.,chron. Kachexie ....,. 32 250 
meee ee a eh a ck a 64 500 
bh SED ah ee a 96 500 
MO MOUS SHINE LL oS Se 64 500 


Betrachten wir zunichst die Gruppe der 28 Normalen, so finden wir 
in 13 Fallen das Fallungsmaximum bei 64, in zwei Fallen bei 32, in 13 Fallen 
iiber 64, aber nie héher als 128, so daB wir das Durchschnittsmaximum bei 
etwas mehr als 64 liegend annehmen kénnen. Die Flockungsgrenze liegt 
in 22 Fallen (78,5%) bei 250, in zwei Fallen (7,2) bei 500 und in vier 
Fallen (14,39) bei 128, demnach kénnen wir als die weitaus haufigste 
Flockungsgrenze die Verdiinnung von 250 bezeichnen. Wir méchten an 
dieser Stelle einen Ausdruck einfiihren, welcher der Arnethschen Termi- 
nologie zur Charakterisierung des Leukozytenbildes entnommen ist und 
die Verstindigung wesentlich erleichtert. Wir bezeichnen namlich als 
normal das Auftreten des Maximums bei 64 und der Flockungsgrenze bei 


1) In oder knapp nach antiluetischer Behandlung. 
Biochemische Zeitschrift Band 136. 
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III. Tuberkuiose (64 Faille). 
a) Lungentuberkulose (50 Fille). 





— 


Maximum __Flockungsgrenze Maximum Flockungsgrenze| Maximum  Flockungs, 


32 500 1) 64 500 64 1000 
32 500 64 500 64 500 
64 500 64 500 64 250 
64 500 64 500 64 500 
64 500 96 1000 64 500 
64 500 1) 64 500 32 1000 
64 500 64 500 64 500 
64 500 ') 64 250 64 500 
64 500 *) 64 500 64 500 
64 500 64 500 64 500 
64 500 64 500 64 500 
96 500 48 500 64 500 
64 500 64 250 64 500 
96 250 ') 64 500 48 500 
64 500 64 500 64 500 
64 500 64 500 64 500 
64 500 1) 64 500 








b) Tuberkulose anderer Organe (14 Fille). 





Art Maximum _ Flockungsgrenze Tut 
ub 
i and 
A 6 OE pig yee ie 32 500 Veal 
Peritonitis tuberculosa ...... 64 500 
Polyserositis tuberculosa ...... 64 500 a 
We. o£ 5k FH I 64 500 bei 
Abcessus frig., tuberculosis cutis . . 64 500 gren 
Conjunctivitis eczematosa .... . 64 128 Nur 
Tuberculosis rnum ........ 64 500 das 
ee. Sree a a 32 500 gleic 
: Ln es a a Ms 64 500 2) heit 
Peritonitis tuberculosa ...... 64 500 oven 
jt Sky Bae aes |: aha 2 = 2 ee 64 500 T19 

' SEP es ME oh oe ie eet eS g 64 500 
RON i. POD hw ee we er 64 500 ?) — 
: st 64 500 Floc 
Max 


verv 





250, ihr Auftreten bei héheren Verdiinnungen als eine Verschiebung des gren 
Maximums bzw. der Flockungsgrenze nach rechts, bei geringeren Ver- sich 
diinnungen als eine Verschiebung nach links. Gehen wir nun auf die Gruppe 2 von 
der physiologischen Zustande, gravide Frauen, iiber, so finden wir bei teris 
simtlichen vorgeschritteneren Graviditiiten eine Verschiebung de kulo 
Flockungsgrenze nach links. in se 
Kin diagnostisch verwertbares Charakteristikum kann jedoch in Ech 

aus | 

diesem Verhalten nicht erblickt werden, da es nicht nur in 14,3 pee 
der Fille Nichtgravider, sondern auch hiufig genug bei verschieden: | teris 


erkrankungen auftritt. nack 
PETER A TAN steh 


DONA Nena aE pial Naim ee 


1) Kachexie. Epil 
2) Kombiniert mit Lues. der | 
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IV. Akute Infektionen (20 Faille). 





Diagnose Maximum _ Flockungsgrenze 


Typhus abdominalis, 1. Woche. . . 64 128 
Wd Autet 128 32 
. oe ee ae 64 250 
» » Rezidiv in d. 6. Woche 64 250 
Rekonval. n. Typhus abdominalis 64 250 
Arthritis gonorrhoica ....... 128 250 
Gonococcen sepsis. ........ 64 128 
UN i PRI gg ta do ‘ase 64 250 
Preemie a 128 250 
‘ (in Schuppung) . 128 250 
Influenza. Cystitis. ........ 96 500 
» chron. recid. Sepsis post part. 128 500 
” RES eS EE EEN alee 96 500 
POURING eke a Ga eas. Me 64 
64 
128 
. Liter Aptiene Satie GEM i 64 
ae: oe oe ene ae ae ee 64 
|RSS Sie eee rma carte 64 
Pleuritis exudativa ........ 32 


” ” 


” 


” 


” 


Unter den pathologischen Zustiinden sind es vor allem Malaria und 
Tuberkulose, welche ein untereinander zwar gleiches, der Norm und den 
anderen Krankheiten gegentiber aber so deutlich und konstant verschiedenes 
Verhalten zeigen, dai diese Eigenschaft unseres Erachtens diagnostisch 
verwendbar ist. Wir sehen namlich bei Malaria in 12 von 17 Fallen (70,5 °%), 
bei Tuberkulose in 58 von 64 Fallen (90,6 %) eine Verschiebung der Flockungs- 
grenze nach rechts, bei normalem oder nach links verschobenem Maximum. 
Nur bei sehr. starker Verschiebung der Flockungsgrenze, bis 1000, kann 
das Maximum eine geringe Verschiebung nach rechts, bis 96, zeigen. Ver- 
gleichen wir damit die Untersuchungsergebnisse bei allen anderen Krank- 
heiten und bei Gesunden, so finden wir eine Verschiebung der Flockungs- 
grenze nach rechts tiberhaupt nicht sehr hiaufig, namlich 16mal_ unter 
119 Fallen (13,4%), wenn sie aber auftritt, so besteht gleichzeitig auch 
eine Verschiebung des Maximums nach rechts, ist die Verschiebung der 
Flockungsgrenze sehr stark, so ist es auch dementsprechend diejenige des 
Maximumas, wie dies ein Fall von Lues latens zeigt (Maximum 192, Flockungs- 
grenze 1000). Nur ein einziger Fall (0,8%), eine Leberzirrhose, verhialt 
sich wie Malaria und Tuberkulose. Betrachten wir nun einmal jene Fille 
von Tuberkulose und Malaria, bei denen das oben angegebene charak- 
teristische Fallungsbild nicht eintritt, so sehen wir zunichst bei Tuber- 
kulose, daB es sich zur Hialfte um kachektische Personen, also um Kranke 
in sehr vorgeschrittenem Stadium, manchmal knapp ante exitum, handelt. 
SchlieBen wir die uncharakteristisch reagierenden kachektischen Fiille 
aus der Berechnung aus, so erhalten wir bei der Tuberkulose 95° charak- 
teristisch reagierender Fille. Bei Malaria besteht in einem Falle uncharak- 
teristischer Reaktion gleichfalls Kachexie, das Maximum ist hierbei zwar 
nach links verschoben, die Flockungsgrenze aber normal, ein zweiter Fall 
steht in Chininbehandlung und ein dritter stellt eine Kombination von 
Epilepsie mit Malaria dar. Betrachten wir aber die Untersuchungsergebnisse 
der Epilepsie in Gruppe V, so finden wir bei genuiner Epilepsie eine starke 
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Andere Erkrankunyen (32 Faille). 





Diagnose Maximum _ Flockungsgrenze 


Dekomp. Insuff. mitr.. ..... . tid 128 
Bynereen. verttr, 2 ke ee es 32 128 
Anaemia post. part.. ....., .. 64 250 
Myocarditis, seas a OF hae ty the ee 32 250 
Ischias . . ike Se tere 64 250 
Myocarditis chron. a ae ee 64 250 
Uretbritis non gonorrh. ..... . 128 128 
Epilepsie, Helminthiasis ..... . 64 250 
irene GN C3 128 32 

Diimmerzustand KES MAH 128 128 

Icterus ORI, oie eg box 64 250 
Chronische Nephritis. Ma 128 
Bronch. chron , Arteriosclerose oh : 500 
Migraine... it Se See Cee ae 250 
Nephritis SE 5 Sess aim Wate j 250 
Juvenile Arteriosclerose ee, eg j 128 
Pleuritis siec. . . tena ne 2) 2 128 
Osteomyelitis chron. Bele Cpdep cot ee eee 25 500 
Nephrolithiasis Ek) Bax ong okt 96 250 
Migraine... bestows wrote j 250 
Bronchitis chron. AS Lae RE ame 96 500 
ie Te Ss a ee ee es ; 0 
Ca uteri. ... He te. ye hy j 250 
500 

s Bee arerat. Sareea, Quid ahrgity 64 
Bronohitis’ chron. ©. 6 .¢.4). 6 se 128 250 
Uleus ventriculi . . .. oT ee 64 64 
CG NIM a ois wie uata « 48 500 
Osteomyelytis ae Se ep ae 64 250 
Nepnus Cnrom, 2 64 250 
" ea: ella ir tials Le 64 250 
GonorPhved Giron... ee. 128 250 


” ” 


Verschiebung der Flockungsgrenze nach links, so da eine Stoérung des 
charakteristischen Fallungsbildes durch Epilepsie im vorliegenden Fall 
wahrscheinlich ist. Schalten wir wieder diese drei Falle aus der Berechnung 
aus, so erhalten wir in 85,7, der Falle das typische Verhalten. 

Fir alle tibrigen Krankheiten ist das bisher untersuchte Material noc} 


zu klein, um daraus irgendwelche Reaktionsbilder aufstellen zu k6nnen, 


mit Ausnahme von Lues, welche kein charakteristisches Verhalten zeigt 


Es sollte auch vorwiegend blo®B zum Vergleich mit Malaria und Tuberkulose 


dienen, sowie einen Hinweis geben, ob nicht bei gewissen Erkrankunger 
gegensatzliche Reaktionsbilder auftreten, welche bei Kombination dieser 
Erkrankungen mit Tuberkulose und Malaria den Ausfall der charakte 
ristischen Reaktionen st6ren kénnen. Von diesem Standpunkt aus ist di 
Verschiebung der Flockungsgrenze nach links bei genuiner Epilepsie sow 
die Tendenz zu dieser Verschiebung bei Carzinom, in den ersten zwei Woche 
von Typhus abdominalis und endlich wie erwahnt in der Graviditat hervor 
zuheben. Die an sich schon uncharakteristisch reagierende Lues zeigt in 
Kombination mit Tuberkulose keine Stérung des typischen Reaktionsbilde- 


') Erythrozyten 5,800000, Hamoglobin 85°, (Sahli). 
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Ist nun die beschriebene Reaktion diagnostisch verwertbar / Wir 
glauben diese Frage bejahen zu kénnen, insbesondere was die Tuber- 
kulosediagnose anbelangt. Denn abgesehen davon, da in vielen Landern 
die Malaria tiberhaupt keine Rolle spielt und der typische Ausfall 
der Reaktion dann ohne weiteres als charakteristisch fiir Tuberkulose 
anzusprechen ist, wird ja zwischen diesen Krankheiten nur selten 
eine Differentialdiagnose in Betracht kommen. — Hierfiir allerdings 
wire die Reaktion unbrauchbar. In allen jenen Fallen aber, wo Malaria 
auszuschlieBen ist, spricht ihr positiver Ausfall fiir aktive Tuberkulose, 
bei AusschluB dieser fiir Malaria. Allerdings ist es viel schwieriger, 
klinisch eine geringgradige Tuberkulose auszuschlieBen, so dab hier- 
durch ihr Wert fiir die Malariadiagnose vermindert wird, welch 
letztere durch den Parasitennachweis ohnedies in den meisten Fillen 
rascher und sicherer gestellt werden kann. Wichtig ist, dab sicher 
inaktive abgeschlossene tuberkulése Prozesse die Reaktion nicht geben, 
daB sie also nicht etwa einen allergischen Zustand des Organismus 


anzeigt, sondern eine Verinderung, welche durch die Aktivitit 


eines Krankheitsprozesses bedingt wird. Dies trifft nicht bloB fiir 
Tuberkulose, sondern auch fiir Malaria zu. Eine aktive Malaria 
mit positivem Parasitenbefund und charakteristischem Leucocytenbild 
gibt die Reaktion auch dann, wenn sie, selbst lingere Zeit hindurch, 
fieberlos verlauft. Unter Chininbehandlung scheint die Reaktion rasch 
zu verschwinden. Bei beiden Krankheiten ist es auffallend, dab die 
deutlichsten Reaktionen bei leichten und mittelschweren, nicht aber 
bei schweren Fallen auftreten. Zusammenfassend kann man also sagen: 
eine Verschiebung der Flockungsgrenze nach rechts bei normalem oder 
nach links verschobenem Maximum ist charakteristisch fiir aktive 
Tuberkulose oder Malaria und spricht mit 99,2°, Wahrscheinlichkeit 
fiir das Bestehen einer dieser Krankheiten. Ein negativer Ausfall 
spricht immerhin mit groBer Wahrscheinlichkeit gegen Tuberkulose 
bzw. Malaria, besonders wenn es sich nicht um kachektische Kranke 
oder um Kombinationen mit solchen Zustiinden handelt, welche den 
Ausfall der Reaktion im entgegengesetzten Sinne beeinflussen. Im 
letzteren Falle kénnte wohl schon eine normale Flockungsgrenze suspekt 
erscheinen. Es erhebt sich nur noch die Frage, ob die Reaktion auch 
positiv ausfallt bei ganz leichten tuberkulésen Erkrankungen, initialen 
Spitzenaffektionen usw., die klinisch nicht sicher nachweisbar sind. 
Gerade fiir die Erkennung dieser Stadien wiire der Nachweis durch 
eine charakteristische Reaktion sehr wertvoll. Wir selbst haben, wie 
erwahnt, die Untersuchung derartiger Krankensera bisher vermieden, 
immerhin lieBe sich entsprechend dem stirkeren Ausfall der Reaktion 
bei leichteren Fallen erwarten, daB auch sie ein positives Resultat 
ergeben. Allerdings kénnten auch Fille vorkommen, bei denen die 
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durch die Erkrankung gesetzten Serumverinderungen, tiber 
Wesen im zweiten Teil noch eingehender gesprochen werden soll, de: 
gering sind, daB die Reaktion noch nicht typisch ausfallt. Dann kén 
eventuell die Anwendung von kleinen Tuberkulinreizdosen eine char 
teristische Reaktion hervorrufen, wie dies von Grafe!) zur Diagn: 
mittels Erythrocytensenkungsgeschwindigkeit verwertet wurde. 

Zur Technik der Reaktion sei noch folgendes bemerkt: Es ist zur 
Feststellung des Maximums und der Flockungsgrenze natiirlich iib:r- 
fliissig, die ganze Verdiinnungsreihe von ¥% bis 1/sq999 aufzustellen, 
da die Zone zwischen 1/35 und 4/s999 hierfiir geniigt. Doch hat es sic 
gezeigt, daB es untunlich ist, das Serum sofort auf 4/,. zu verdiinn: 
da bei einem solchen Vorgehen der Ausfall der Reaktion sehr abhingig 
ist von der Zusatzgeschwindigkeit der NaCl-Lésung. Rasche Ver. 
diinnung bewirkt eine Verschiebung besonders der Flockungsgrenze, 
manchmal aber auch des Maximums nach links, langsamer tropfen- 
weiser Zusatz eine Verschiebung nach rechts. Dagegen erzielt man 
stets gleichmaBigen Ausfall der Reaktion bei der eingangs beschriebenen 
fraktionierten Verdiinnung, welche ohne Schaden auch mit 4 begonnen 
werden kann. Es empfiehlt sich daher, die Verdiinnung in dieser Weise 
vorzunehmen und dann bloB die Réhrchen 3/35 bis 1/999 mit Kupfer 
zu beschicken. 


ai. 


Wenn wir in das Wesen des ganzen Fiallungsvorgangs weiter ein- 
dringen wollen, so werden wir gut tun, uns zunichst dariiber klar 7. 
werden: was geschieht, wenn eine Kupferplatte in reines Wasser 
taucht ? Die Lésungstension des Kupfers bewirkt, daB positiv geladene 
Kupferteilchen in Lésung gehen. Im gleichen Moment ladet sich jedoch 
die Platte selbst negativ auf und fixiert den gréBten Teil der positiv 
geladenen Teilchen, so da nur so viel wirklich in Lésung gehen, als 
dem Uberwiegen der Lésungstension iiber die elektrostatische An- 
ziehung entspricht (vgl. hierzu Nernst, Theoretische Chemie). Da iiber- 
dies der osmotische Druck der gelésten Teilchen der Lésungstension 
entgegenwirkt, ist es klar, daB rasch ein Gleichgewichtszustand eintritt, 
so daB nur minimale Mengen von Kupfer tatsichlich in Lésung sein 
kénnen. Die Sachlage andert sich jedoch, wenn die Kupferplatic 
nicht in reines Wasser, sondern in ein disperses System eintaucht, 
dessen disperse Phase die Fahigkeit hat, das Kupfer entweder chemisc|i 
oder durch Adsorption zu binden. In diesem Falle werden in dem 
MaBe, als Kupferteilchen ,,abgefangen‘ werden, neue in Lésung gehen 
kénnen, so daB unter sonst gleichen Bedingungen mehr Kupferteilchen 


1) Klin. Wochenschr. 1922, Nr. 19. 
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abgegeben sein werden als in reinem Wasser. Tatsachlich stellt das 


Serum ein solches System dar, so daB hier immerhin gréBere, wenn 
auch nach kurzer Einwirkung noch nicht chemisch nachweisbare 
Kupfermengen zur Wirkung gelangen. Die kolloiden, negativ geladenen 
SerumeiweiBteilchen kénnen, wenn wir von ihrer Oberflichenwirksam- 
keit absehen wollen, zu mindest so viel positive Kupferteilchen ad- 
sorbieren, bis sie elektrisch neutral sind. Dieser isoelektrische Punkt 
stellt nun bei jedem Kolloid den Punkt der maximalen Fallbarkeit 
dar. Wir verstehen nun die geringere Fallung in den héheren Serum- 
konzentrationen sowie ihre gréBere Reversibilitét: Vor allem ist zur 
Fallung einer gréBeren EiweiBmenge mehr Kupfer nétig als zur Fallung 
einer geringeren. Sehr starke Serumkonzentrationen werden daher 
bei kitrzerer Kontaktdauer iiberhaupt nicht sichtbar gefallt werden. 
Bei weitergehender Verdiinnung wird das in Lésung gehende Kupfer 
zunachst von den der Platte anliegenden Eiweibteilchen adsorbiert, 
bis diese auf den isoelektrischen Punkt gebracht und ausgefallt sind. 
Nunmehr iiberzieht die Fallung, entsprechend der groBen Zahl der 
einzelnen Teilchen, die Platte wie eine Haut und laBt weitere Kupfer- 
teilchen nur viel schwerer in Liésung gehen. Nach Mischung dieser 
Fallung durch Umschiitteln verteilt sich jedoch das adsorbierte Kupfer 
auf alle KiweiBteilchen, so daB ein merklicher Teil der Fallung wieder 
in Lésung gehen kann. Ist die Verdiinnung noch gréBer, so geniigen 
schon relativ wenige Kupferteilchen zur Fallung des ganzen vorhandenen 
KiweiBes, auBerdem wird der Lésungsvorgang durch die Fallung nicht 
mechanisch behindert. Das Maximum der Fillung wird bei jener 
Serumverdiinnung eintreten, bei welcher die gréBte Zahl von Kolloid- 
teilchen auf den isoelektrischen Punkt gebracht ist. Seine Stellung 
in der Verdiinnungsreihe wird demnach abhingig sein: 1. Von dem 
urspriinglichen GesamteiweiBgehalt des Serums. LEiweibreichere Sera 
miissen ihr Maximum bei geringerer Konzentration haben als eiweiB- 
airmere. 2. Von dem Mischungsverhiltnis der einzelnen EiweiBfraktionen 
baw. von ihrer Stabilitat. Je mehr von leicht fallbaren Fraktionen 
vorhanden ist, oder je labiler das EiweiB ist, desto héher wird die zur 
maximalen Fallung geeignete Konzentration sein. Die Flockungs- 
grenze wird bei jener Verdiinnung auftreten, bei der noch eine zur 
makroskopischen Flockenbildung geniigend groBe Anzahl von Teilchen 
bis zum isoelektrischen Punkt aufgeladen wird. Weitergehende Ver- 
diinnungen werden wegen zu geringer EiweiBmenge keine oder nur 
sehr langsam auftretende Flockenbildung erkennen lassen. Sie wird 
bei gréBeren Verdiinnungen liegen, wenn 1. der Gesamteiweibgehalt 
des Serums vermehrt ist, 2. wenn das Serum erhéhte Labilitit zeigt. 

Ein eiweiBreiches Serum mit normaler Relation der einzelnen 
Fraktionen wird also dem normalen gegeniiber eine Verschiebung des 
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Maximums wie auch der Flockungsgrenze nach rechts in der Richt 
der gréBeren Verdiinnung zeigen miissen. Ein normal konzentrie: | 
mit relativer Vermehrung leicht fallbarer Fraktionen oder von gréBeiw 
Labilitat eine Verschiebung des Maximums nach links in der Richt 
der héheren Konzentration und eventuell auch eine Verschiebung «¢ 
Flockungsgrenze nach rechts. Ein Serum endlich, welches beide Eigen. 
schaften zeigt, tibernormalen GesamteiweiBgehalt und leichtere F |). 
barkeit, wird demnach eine nach rechts verschobene Flockungsgreiz« 
bei normal gelegenem oder nach links verschobenem Maximum aut- 
weisen, ersteres dann, wenn sich die beiden Verschiebungen des Maxi. 
mums kompensieren, letzteres, wenn die durch die leichte Fallbarkeit 
bewirkte Verschiebung des Maximums nach links iiber die durch den 
erhéhten EiweiBgehalt verursachte nach rechts iiberwiegt. Dies alles 
unter Voraussetzung eines gleichen Lipoidgehalts der Sera. Anderungen 
im Lipoidgehalt oder im quantitativen Verhiltnis der einzelnen Serwin- 
lipoide zueinander kénnten médglicherweise auch eine Fillbarkeits. 
ainderung der EiweiBkérper bedingen. [Vgl. hierzu A. Jarisch, der in 
den Serumlipoiden die Regulatoren des physikalischen Zustandes de 
KiweiBkérper sieht!)]. Nach diesen Uberlegungen wire also das Serum 
von Malarikern und Tuberkulotikern charakterisiert als ein iibernorma! 
eiweiBreiches Serum von erhéhter Labilitat. — Nun konnte einerseits 
A. Hahn?) das Auftreten eines Doppelstickstoffs im Serum solche 
Patienten nachweisen, bei denen stirkerer Gewebszerfall besteht 
andererseits fand J. v. Dardnyi*), daB bei pathologischem Gewebs 
zerfall die Sera durch alle méglichen fillenden MaSnahmen (Warme 
HgCl, usw.) leichter ausgeflockt werden als normale Sera. Méglicher- 
weise stellt der erstgenannte Befund eine Bedingung fiir die von Daran i 
festgestellte Erscheinung dar, uns interessiert diese aber vor allem 
da wir es mit pathologischem Zellzerfall'sowohl bei aktiver Tuberkulos 
als auch bei Malaria zu tun haben. Eine weitere gemeinsame Eigen. 
schaft von Seris Malaria- und Tuberkulosekranker wurde jiingstens 
von H. Heinemann*) beschrieben. Dieser Autor fand, daB im spezi- 
fischen Komplementablenkungsversuch mit Alttuberkulin als Antigen 
nicht nur das Serum Tuberkuléser, sondern auch dasjenige Malaria 
kranker eine Komplementablenkung bewirkt. Nun wissen wir heut: 
da jeder Komplementablenkung ein (mitunter vielleicht auf de: 
Reaktion spezifischer Antigene und Antikérper beruhender) Fallungs 
vorgang zugrunde liegt, der durch seine antikomplementare Wirkuny 
nur am einfachsten sichtbar gemacht werden kann, dessen Wesen als 

1) Med. Klin. 1922, Nr. 2. 

*) Berl. klin. Wochenschr. 1921, Nr. 29. 

3) Deutsch. med. Wochenschr. 1922, Nr. 17. 

4) Miinch. med. Wochenschr. 1922, Nr. 28. 
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ie Verminderung des Dispersitatsgrades aber von Jakobsthal und 
ebers!) ultramikroskopisch bei der Wassermannreaktion nach- 
gewiesen wurde. Wir sind also nicht berechtigt, aus dem Komplement- 
schwund allein schon auf die Spezifitét einer Reaktion zu schlieBen, 
sondern kénnen daraus nur den Eintritt eines die Komplementwirkung 
verhindernden Fallungsvorgangs entnehmen. Wenn es sich nun gar 
um zwei Krankheiten handelt, deren Erreger hinsichtlich ihrer syste- 
matischen Stellung im Organismenreich so grundverschieden sind wie 
Tuberkulose und Malaria, so werden wir wohl gut tun, die Heinemann- 
sche _ Komplementablenkung nicht als den Ausdruck einer spezifischen 


Antigen-Antikorperreaktion aufzufassen, sondern blob als das Zeichen 
einer gréBeren Labilitat des Tuberkulotiker- und Malarikerserums 
gegeniiber bestimmten Substanzen. Uber weitere physikalisch-chemische 


Anderungen des Serums bei Malaria ist, abgesehen vom hiufigen Auf- 
treten einer positiven Wassermannschen Reaktion, bisher nicht viel 
bekannt. Ziemann*) gibt eine allmahlich eintretende Hydramie an, 
was wohl nur fiir die kachektischen Zustainde zutreffen wird. M. Mayer 
fand bei einer Tsetseinfektion des Hundes eine relative Vermehrung 
des Fibrinogens + Globulin gegeniiber dem Albumin. Ein analoger 
Befund bei malariakranken Menschen wurde bisher noch nicht erhoben. 
Kine Lipamie des Blutes ist wahrscheinlich und wird von Crespin und 
Bégquet®) vermutet, ist jedoch noch nicht sicher nachgewiesen. 

Viel besser sind wir iiber diese Verhaltnisse bei der Tuberkulose 
informiert, und zwar nahmen die Untersuchungen iiber physiko- 
chemische Zustandsinderungen des Serums zum Teil ihren Ausgang 
von der beschleunigten Senkungsgeschwindigkeit der Erythrozyten im 
Zitratblut Tuberkuléser. Dieses Phanomen wurde zuniachst von 
Fahrdus*) als charakteristisch fiir Graviditit angesprochen. Bald 
zeigte es sich jedoch, dab es bei allen méglichen Erkrankungen, Lues 
congenita®), verschiedenartigen Entziindungen und malignen Tu- 
moren®) usw. und unter anderem auch bei Tuberkulose?) zu einer 
solchen Senkungsbeschleunigung kommt. Dies war um so eher zu 
erwarten, als ja die Senkungsgeschwindigkeit nicht nur von der Plasma- 
beschaffenheit, sondern auch von der GréBe und dem Himoglobin- 


Zeitschr. f. Hyg. u. Infektionskr. 69, 513, 1911. 

Mense, Handb. d. Tr. Kr. 5/1, 1917. 

Bull. Soe. Path. exot. Vol.3, No. 10. 

Diese Zeitschr. 89, H. 5/6, 1918. 

Badtzold, Miinch. med. Wochenschr. 1922, Nr. 23. 

Léhr, Deutsch. med. Wochenschr. 1922, Nr. 12. 

Frisch und Starlinger, Med. Klin. 1921, Nr. 38/39; A. Westergren, 
Act. med. Skand. 54, 1921, Beitrag z. Klin. d. Tuberk. 46, H. 2; G. Katz, 
Zeitschr. f. Tuberk. 35, H. 6; Dreyfus und Hecht, Miinch. med. Wochen- 
schrift 1922, Nr. 21. 
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gehalt der Erythrozyten!) sowie von deren elektrischer Ladu 
abhingt. Doch haben diese Untersuchungen zu einem weiteren 
gebnis gefiihrt, das fiir die Beurteilung unserer Reaktion von Inter: 
sein diirfte. Starlinger*) zeigte nimlich gleichzeitig mit Fahrdus, « 
einer der Faktoren, welche die Senkungszeit beeinflussen, der Fi! 
nogengehalt des Blutplasmas sei, und fand, von dieser Tatsache aiis 
gehend, eine erhéhte Ausflockbarkeit des Plasmas bei Tuberkulose 
durch konzentrierte NaCl-Lésung, welche er auf eine quantitati 
Vermehrung der Fibrinogenfraktion zuriickfiihrt*), im Gegensatz 
Sachs und v. Oettingen®), welche in einer erhéhten Plasmaflockbark 
eine erhéhte Labilitiit der Fibrinogenfraktion erblicken. Wie immer 
dem sei, eine gréBere Fiallbarkeit des Blutplasmas Tuberkuléser 
als sichergestellt anzunehmen. Allerdings wird diese Reaktion alle 
kaum als charakteristisch fiir Tuberkulose anzusehen sein, da eine 
Vermehrung der Fibrinogenfraktion einem erhéhten Eiweibzerfal 
entspricht und wir somit wieder auf die allgemeine Beobachtung von 
Daranyi zuriickkommen. — Eine andere Art der Zustandsinderung, 
die Schwankungen des Wassergehalts des Serums, wurde besonders 
umfassend von R. Meyer-Bisch*) untersucht, der zu folgenden ke. 
sultaten kam: Leichte Fille von Tuberkulose zeigen keine Anderung 
im Wasserhaushalt. Das zweite Stadium ist charakterisiert durch 
Bluteindickung, also erhéhten EiweiBgehalt des Serums, im kachek.- 
tischen Stadium endlich besteht Hypoalbuminose. 

Auf Grund all dieser Befunde charakterisiert sich das Serum des 
Tuberkulésen ebenso, wie wir es nach unseren Kupferfallungsversuchen 
postuliert haben: Als ein leicht fallbares Serum von erhéhtem Eiwei/i- 
gehalt, eine Zustandsform, die auch fiir das Malarikerserum kenn- 
zeichnend sein diirfte. Auch das tuberkuloseihnliche Verhalten ces 
Serums der Leberzirrhose ist so zu erkliren. Ein starker Gewebszerfal! 
bestand bei diesem Schwerkranken gewiB, ebenso war eine Blut- 
eindickung dureh den Blutbefund nachweisbar. Infolgedessen kam es 
zu einer ,,unspezifischen Reaktion‘‘. Durch die Untersuchungen von 
Meyer-Bisch erklart sich auch der uncharakteristische Ausfall «e1 
Kupferreaktion bei den Fallen von schwerster Tuberkulose und woh! 
auch bei dem einen Fall von Malariakachexie. Beide Zustinde sin¢ 
durch Hypalbuminose des Serums ausgezeichnet und kénnen daher 
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1) Marloff, Pfliigers Arch. 1919, 8. 369. 
2) Schade, Die phys. Chem. in der inn. Med. Leipzig 1922. 

3) Diese Zeitschr. 1921, S. 123. 

*) Med. Klin. 1922, Nr. 8. 

5) Miinch. med. Wochenschr. 1921, Nr. 12. 

®) Deutsch. Arch. f. klin. Med.; Med. Klin. 1922, Nr. 3; Sitzungsber. 
d. Med. Gesellsch., Gottingen 17, 10, 1921. 
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keine Verschiebung der Flockungsgrenze nach rechts mehr zeigen. 
Allerdings miiBte in diesen Fallen eine Verschiebung des Maximums 
nach links erwartet werden, was nur bei der Malariakachexie zutrifft. 
Wir méchten das Fehlen dieser Erscheinung bei den schweren Tuber- 
kulosen am ehesten damit erklairen, dab bei solchenFillen mit schwerstem 
Gewebszerfall sicher auch eine wesentliche Verainderung des Lipoid- 
gehalts im Serum anzunehmen ist, welche eine hemmende Wirkung 
auf die Fillbarkeit ausiitben kénnte. Wir schlieBen das aus einer merk- 
lichen Fallungshemmung, welche durch den Zusatz kleiner Mengen 
von verdiinntem Wassermannantigen bewirkt werden kann. Uberhaupt 
soll der vorstehende Erklarungsversuch nicht mehr als die Grund- 
ursachen der pathologischen Verschiebung von Flockungsgrenze und 
Fallungsmaximum verstiindlich machen. Da8B noch andere modifi- 
zierende Umstiinde mitspielen werden, ist gewiB. So liBt z. B. der 
erwahnte besonders charakteristische Ausfall der Reaktion gerade bei 
den leichteren Fallen von Lungentuberkulose, sowie bei den Fallen 
mit der prognostisch meist giinstigeren chirurgischen Tuberkulose, und 
endlich bei den afebrilen Malarikern an eine Mitwirkung der spezi- 
fischen Antikérper denken, welche in diesen Fallen als besonders reichlich 
vorhanden angenommen werden miissen. Endlich mu auch in Be- 
tracht gezogen werden, da® schon geringe Anderungen im Wasser- 
gehalt des Serums die Stabilitit der Kolloide beeinflussen kénnen. 
Wir haben in vorstehenden Ausfiihrungen stillschweigend zwei 
Annahmen gemacht, welche noch der niheren, zum Teil experimentellen 
Untersuchung bediirftig sind. Fiirs erste haben wir die Bindung zwischen 
Kupfer und Serum als eine Adsorptionserscheinung betrachtet. Ein 
strikter Beweis hierfiir wire nur durch eine Untersuchung méglich, 
welche die quantitative Verteilung des Kupfers zwischen Wasser und 
SerumeiweiB bei verschiedenen Mengen des in Reaktion tretenden 
Kupfers feststellen wiirde. Dies ist infolge der minimalen Metallmengen 
unméglich. Doch zeigt der Fallungsvorgang bestimmte Eigenschaften, 
welche ihn als wenigstens zum Teil durch Adsorptionsvorginge bewirkt 
ansprechen lassen. Da ist es in erster Linie die Reversibilitat, die fiir 
eine solche Annahme spricht, denn reine Adsorptionsvorginge sind 
absolut reversibel. Ferner die relativ groBe Wirkung minimaler Sub- 
stanzmengen und endlich die Schnelligkeit des Reaktionseintritts 
(vgl. hierzu Schade, 1. c.). Sicher erfolgt bei langerer Kinwirkungsdauer 
auch eine chemische Bindung (Bildung von Kupferalbuminat). — 
Zweitens haben wir angenommen, da®B das Kupfer allein das fillende 
Agens sei. Eine genauere Analyse des Fallungsvorgangs lehrt jedoch, 
daB dies nicht richtig ist. Setzen wir nimlich die Serumverdiinnung 
statt mit 0,9proz. NaCl-Lésung mit destilliertem Wasser an, so beob- 
achten wir bei sonst gleichen Bedingungen nur eine minimale Triitbung 
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und iiberhaupt keine Flockung. Daraus geht hervor, dai} das N; 
eine wesentliche Rolle bei der Fallung spielt, und es erhob sich die Fra 
ob diese Mitwirkung osmotischer oder ionischer Natur sei. Entwece 
tritt nimlich die Fallung nur ein, wenn das Serum unter physiologisclioy 
osmotischen Druckverhiltnissen steht, oder aber spielen die Na- bz\ 
Cl-lonen bei der Fallung eine Rolle. Zur Klairung dieser Frage wurden 
folgende Versuche angestellt: Von verschiedenen Seris wurden gleic|i- 
artige Verdiinnungsreihen hergestellt mit: 

1. 0,45proz. NaCl-Lésung, 

2. 0,9 ‘3 

SAB Ans 

4. mit Normosallésung. 

Das Normosal stellt ein Salzgemisch dar, welches alle im Serum 
vorkommenden Salze im physiologischen Mischungsverhaltnis enthalt 
und somit nicht nur den normalen osmotischen Druck, sondern auch 
das dem Serum entsprechende Ionengleichgewicht herstellt. Es ist 
bekannt, daB solche Salzgemische die maximale Stabilitat der Korper 
kolloide in ihrem natiirlichen Kolloidzustand garantieren. Wurden 
nun soleche Verdiinnungsreihen der Kupferfaillung unterworfen, so 
zeigte sich, daB die Fallungsintensitat bei Versuchsanordnung | bis 3 
nicht merklich verschieden war, meist traten jedoch bei Versuch | und 3 
Verschiebungen des Maximums und der Flockungsgrenze gegeniibe: 
Versuchsanordnung 2 ein, und zwar bei Versuch | eine Verschiebung 
des Maximums nach rechts, bei Versuch 3 eine solche der Flockwigs- 
grenze nach links. Die Normosalverdiinnungen hingegen verhielten 
sich wie solche mit destilliertem Wasser, es kam nur zu einer gering- 


fiigigen Triibung, die Flockung blieb ganz aus. Aus diesen Versuchen 
geht also klar hervor, daB selbst betrichtliche Anderungen des osmo 
tischen Druckes nur relativ geringfiigige Anderungen des Fiallungs- 
vorgangs zur Folge haben, daB derselbe aber weitgehend beeintriachtigt 


wird, wenn unter Beibehaltung des sonst verwendeten osmotischen 
Druckes die Wirksamkeit der NaCl-Ionen durch Zusatz antagonistische 
lonen paralisiert wird. Die Férderung der Fallung durch Kochsalz- 
lésung ist daher nicht osmotischer, sondern ionischer Natur. Wir ver- 
stehen nun auch den oben erwahnten EinfluB der Verdiinnungsgeschwin- 
digkeit auf den Ausfall der Reaktion. Wenn die NaCl-Lésung mel 
ist als eine indifferente Verdiinnungsfliissigkeit und bei der Reaktion 
mitwirkt, so entspricht es nur einem in der Kolloidchemie allgemein 
giltigen Grundgesetz, daB die Zusatzgeschwindigkeit eines Agens von 
Bedeutung fiir Ablauf- und Endzustand der Reaktion ist. 

Dieser komplexe Fillungsvorgang erinnert an die Ergebnisse de 
Untersuchungen Bordets iiber den Mechanismus der Agglutination! 


1) Ann. Pasteur 1899. 
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Bekanntlich hat dieser Autor nachgewiesen, daB eine Verklumpung 
der agglutinablen Substanz in destilliertem Wasser nach Agglutinin- 
zusatz nicht erfolgt, wohl aber sofort eintritt, sobald die entsprechende 
Menge NaCl zugesetzt wird, daB somit die Agglutination ein zwei- 
phasiger Vorgang ist: die erste Phase, Bindung von Agglutinin an die 
agvlutinable Substanz, bewirkt keine sichtbare Veranderung, erst die 
zweite Phase, die Aussalzung, laBt die in der ersten eingetretene Ver- 
inderung sichtbar werden. Nach Porges!) beruht dieser Vorgang 
darauf, dafS die Bakterien, welche urspriinglich den Charakter des 
hvdrophilen (emulsionskolloiden) EiweiB haben, durch die Agglutinin- 
hindung suspensionskolloiden Charakter annehmen und nun _ schon 
durch geringe Salzkonzentrationen ausfallbar sind. Bei unseren Ver- 
suchen war demnach die Frage zu beantworten, welche der beiden 
Wirkungen die primaire, welche die sekundire sei. Zu dem Zwecke 
wurden, analog dem Vorgehen Bordets, Verdiinnungsreihen verschie- 
dener Sera mit destilliertem Wasser angesetzt und nach einstiindiger 
Kupfereinwirkung jedem Rohrchen die entsprechende Menge Kochsalz 
hinzugefiigt. Als Kontrolle dienten Verdiinnungsreihen der gleichen 
Sera mit 0,9proz. Kochsalzlésung. Es zeigte sich hierbei, daB der 
nachtragliche Salzzusatz keinerlei Wirkung ausiibte, dafi demnach 
die Salzwirkung die erste, priiparatorische, die Kupferwirkung die 
zweite, fillende Phase der Reaktion darstellt. Mit diesen Versuchen 
ist unseres Wissens zum erstenmal der Beweis erbracht worden, dal 
die physiologische Kochsalzlésung auch den Serumkolloiden gegeniibet 
nicht ,,physiologisch™ ist, wie dies Réssle*) schon fiir die Gewebszellen 
nachweisen konnte. 

Die Kochsalzwirkung muff nun, entsprechend den Gesetzmiabig- 
keiten der ,,Hofmeisterschen Reihen‘‘?), in gréBter Abhangigkeit von 
der Reaktion des Mediums sein. Die extreme Stellung des Na in der 


Kationenreihe bringt es mit sich, daB die Anderung seiner Wirkung 


bei saurer wnd alkalischer Reaktion allein von Bedeutung sein wird, 
gegeniiber der geringen Wirkungsiinderung, welche das Cl mit seiner 
zentralen Stellung in der Anionenreihe erfahrt. Stimmt diese An- 
nahme, so miBten wir in saurer Reaktion verstirkte, in alkalischer 
Reaktion verminderte Fallung erhalten. Tatsiachlich zeigte sich folgen- 
des: Bei Verwendung einer Kochsalzlésung, welche n/10000° NaQH 
enthielt, war die Flockung minimal, die Flockungsgrenze nach links 
verschoben. Zusatz von HCl n/10000 bewirkte eine Verschiebung 
der Flockungsgrenze nach rechts, die Flockung war etwas massiger. 


1) Zentralbl. f. Bakt. 40, 133, 1905. 
2) Berl. klin. Wochenschr. 1907, Nr. 37. 
8) Vgl. hieriiber Héber, Die physiol. Chem. d. Zelle usw. 3. Aufl. Kap.9. 
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n/1000 NaOH hemmte die Reaktion vollstandig, es trat nicht ein: a! 
eine leichte Triibung ein, n/1000 HCl bewirkte michtige Verstirk: )\ 
der gesamten Fiallung. Ein noch weitergehender Zusatz von Sin 
wie auch Alkali verhinderte jedoch gleichmaBig die Fallung vollstin« jg 
wahrscheinlich durch ,,Wegfangen‘’ saimtlicher wirksamer Kupicr. 
teilchen und Bildung von CuCl, bzw. Cu(OH),. — DaB endlich die Rei. 
tion des Lésungsmittels auch von EinfluB auf die Lésungstension (\-. 
Metalls ist, sei ebenfalls noch erwihnt. — Als praktische Folge dies: 
Versuche ergibt sich, daB auch schon minimale Spuren von Sir 
bzw. Alkali das Reaktionsbild uncharakteristisch gestalten kénnen iin 
daher diese Fehlerquelle streng vermieden werden muB. 

Zusammenfassend liBt sich also sagen: Die Serumeiweibfalliuny 
durch oligodynamische Metallwirkung ist ein komplexer Vorgaiy 
hervorgerufen durch den Synergismus der fallenden Natriumionen. 
wirkung in neutraler Lésung mit der auf elektrischer Neutralisierung 
der Serumkolloide beruhenden Kupferwirkung. Das auf solche Weis 
erzielbare Reaktionsbild bei einzelnen Seris wird von mannigfachen 
Faktoren beeinflu8t und ist nicht einfach ein Ausdruck der Stabilitit 
der Kolloide. — Unter Einhaltung der im ersten Teil angefiihrten 
Kautelen gibt die Serumfallung mit Kupfer ein charakteristisches wi 
diagnostisch brauchbares. Reaktionsbild bei Tuberkulose und im ve. 
ringeren Grade auch bei Malaria. 

Eine Fortfiihrung der Versuche unter Zugrundelegung der an- 
gegebenen Versuchsanordnung mit verschiedenen Metallen und ver- 
schiedenen Elektrolytlésungen als Verdiinnungsmittel scheint ais- 
sichtsreich zur Charakterisierung der physikalischen Serumveranie- 
rungen bei verschiedenen Krankheiten, da sich auf Grund der ver- 
schiedenen Ionenwirksamkeit entsprechend den Hofmeisterschen Reilhii 
einerseits, der verschiedenen Stellung der Metalle in der elektrischen 
Spannungsreihe andererseits erwarten lat, daB die zahlreichen Kom 
binationsméglichkeiten dieser Agentien zur Awfdeckung weitere 
Charakteristika der Sera verhelfen werden. 
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Untersuchungen 
iiber die Glykogen abbauende Fihigkeit des Blutserums. 


Von 
Dionys Fuchs und Géza Hetényi. 


(Aus der III. medizinischen Klinik der Pazmaény Peter-Universitiit 
Budapest.) 


(Eingegangen am 23. Januar 1923.) 


Unsere Untersuchungen bezweckten das Studium der Glykogen 
abbauenden Fahigkeit des Serums bei Diabetikern und Nichtdiabetikern. 

Lépine') fand die Blutamylase im Diabetes vermindert, im Phloridzin- 
diabetes dagegen vermehrt. Im Gegensatz zu Lépine und Vigliani*) konnte 
Wohlgemuth*) weder nach Adrenalin-, noch nach Phloridzin- bzw. Phloretin- 
behandlung eine Zu- oder Abnahme der Blutdiastase nachweisen: auch 
Asphyxie konnte sie nicht beeinflussen.. Nach Wynhausen*) gibt es keinen 
sicheren Zusammenhang zwischen Diabetes und Blutamylase. Mit der 
Wohlgemuthschen Methode arbeitend, fand er bei 57 Nichtdiabetikern 
einen durchschnittlichen D3;,-Wert von 34,87 Einheiten (Maximum 125 
bis Minimum 12,5), bei 31 Diabetikern 33,30 Einheiten (Maximum 80 bis 
Minimum 12,5). Moeckel fand eher niedrigere Werte, und Ghedini®) kon- 
statierte ein fast ginzliches Fehlen der Amylase. 

Die Ergebnisse stellen uns also die Diastasenmenge — sowohl 
bei den verschiedenen Krankheiten, als auch bei demselben Kranken - 
als eine sehr schwankende GréBe dar. Die Frage ist somit nicht er- 
ledigt und ein sicherer Zusammenhang zwischen Blutamylasengehalt 
und der Glykamie ist nicht nachgewiesen. 

Unsere Versuche haben wir in der folgenden Weise angestellt: 
Das von Haimoglobin vollkommen befreite Serum wurde mit der gleichen 
Menge einer 1 proz. Glykogenlésung zusammengebracht und nun das 
Drehungsvermégen dieser Mischung im Prizisionspolarimeter von 
Schmidt-Hdnsch mit der Methode beobachtet, die unter dem Namen 
der Abderhaldenschen optischen Methode bekannt ist. Die stirkere 


1) Lépine, C. r. 118, 1014, 1891. 

*) Vigliani, Biochem. Zentralbl. 3, 185. 

3) Oppenheimer, Fermente, 8. 329. 

4) Wynhausen, Berl. klin. Wochenschr. 47, 1281, 1910. 
5) Ghedini, Biochem. Zentralbl. 14, 1526. 
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Verinderung des Drehvermégens zeigt einen stirkeren Glykog 


abbau an. 
Wir haben 80 Fille in dieser Weise untersucht. Von einer det 
lierten Wiedergabe unserer Ergebnisse mu wegen Raummangel A) 


stand genommen werden. Hier die Durchschnittswerte : 





Zahl der Falle Diabetiker Nichtdiabetik cr 


Erste Versuchsreihe (Fuchs) . . 33 — 0,053° — 0,036 
Zweite Versuchsreihe (Hetény?) . 47 0,070 0,063 


Die Zahlen bedeuten die Differenz zwischen den Drehungswert« 
am Anfang und zur Zeit der Beendigung des Versuches. 

Das Glykogenabbauvermégen des diabetischen Blutserums iibertri/i! 
also dasjenige der Nichtdiabetiker — in der ersten Serie durchschnittlich 
um — 0,017°, in der zweiten Serie um — 0,007°. 

Was das Drehvermégen des Serums bei anderen Erkrankungen 
betrifft, so finden sich ziemlich schwankende Zahlen. 
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Eine eingehende Betrachtung iiber die Berechnung eines 
Respirationsversuches nach dem Zuntz-Geppertschen Prinzip. 


Von 


W. Klein und M. Steuber. 


Aus dem tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hoch- 
schule zu Berlin.) 


(Eingegangen am 28. Januar 1923.) 


Fiir die Kohlensiureproduktion und den Sauerstoffverbrauch 
eines Zuntz-Geppertschen Respirationsversuches sind zwei Rechnungs- 
arten gebriuchlich, die, wenn sie richtig angewandt werden, genau 
dieselben Resultate ergeben. Trotzdem haben diese Verschiedenheiten 
der Berechnungen zu Ansichten beziiglich der Brauchbarkeit der 
Zuntz-Geppertschen Methode gefiihrt, die geeignet sind, die sehr einfache 
und einwandfreie Methode in Mibkredit zu bringen. Beide Berech- 
nungen werden dadurch kompliziert, daB man an den durch die Analyse 
gefundenen Prozentwerten von Kohlensiure und Sauerstoff eine Um- 
rechnung vornehmen mu, ehe man die wirkliche Kohlensiureproduktion 
und den Sauerstoffverbrauch berechnen kann. Wéahrend sich bei der 
einen Rechnungsart die Umrechnung der gefundenen Prozentwerte 
ganz logisch auf die wirklich eingeatmete Luftmenge bezieht, mub 
bei der zweiten Berechnung die Inspirationsluft mit Hilfe eines be- 
stimmten Faktors so weit erhéht werden, da die Differenzen der 
Kohlensiure bzw. des Sauerstoffs zwischen der In- und Exspirationsluft 
so groB werden, daB sie direkt mit dem an dem Gasmesser abgelesenen 
Volumen multipliziert werden kénnen, um den richtigen Wert fiir die 
Kohlensiureproduktion und den Sauerstoffverbrauch zu ergeben. 

Um jede Unsicherheit und besonders die Schwierigkeiten zu be- 
seitigen, die fast jeder Anfanger hat, geben wir an Hand einer theore- 
tischen Alkoholverbrennung je ein Beispiel der einzelnen Rechnungs- 
arten an. 

Erste Rechnungsart. 

Verbrannt werden 20 Mol. Aethylalkohol (C,H,O) in einem Luft- 
volumen von 1000 ccm. In diesen 1000 cem Luft sind enthalten 0,3 cem 
Kohlensaure, 209,0 ccm Sauerstoff und 790,7 ccm Stickstoff. Ver- 
braucht werden dabei 60 Vol. Sauerstoff. Davon erscheinen 40 Vol. 
als Kohlensiure wieder in dem Gasgemisch, wihrend die iibrigen 

Biochemische Zeitschrift Band 136. 3] 
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20 Mol. an Wasserstoff gebunden werden und vollstindig verschwind: ) 
Das Volumen verringert sich dabei von 1000 auf 980 cem. In diesen 
980 ccm befinden sich jetzt 40,3 cem Kohlensiure (0,3 cem aus 1000 evn 
Luft), 149cem Sauerstoff und 790,7 ccm Stickstoff. Da aber ei 
Analyse immer nur auf 100 bezogen werden kann, so ergibt sich ei: 
Zusammensetzung von: 


4,112% CO,, 15,204% O, und 80,684% N,. 


DaB man hierbei die gefundenen Sauerstoffprozente der Analy» 
nicht einfach von 20,9°, des Inspirationsgases abziehen darf, um das 
genaue Sauerstoffdefizit zu erhalten; sieht man an dem veriinderten 
Stickstoffwert der Analyse. Man mu also hier eine Umrechnung ces 
gefundenen Sauerstoffprozentes und ebenso der Kohlensiiureprozente 
vornehmen. Vergleicht man die oben angegebene Zusammensetzung 
der Luft vor und nach der Verbrennung, so sieht man, daB die Stick. 
stoffmenge die gleiche geblieben ist. Auf diesem Gleichbleiben des 
Stickstoffs beruht nun die Umrechnung der gefundenen Prozentwerte 
Ergibt unsere Analyse 80,684°, Stickstoff, so kann dieser erhdhte 
Wert nur durch eine Volumenverminderung hervorgebracht werden. 
Ebenso wie auf den Stickstoff wirkt sich die Volumenverminderung 
prozentual auch auf die Sauerstoff- und Kohlensiurewerte aus. Wenn 
man den Stickstoffwert des Endgases auf den Anfangswert, also auf 
79,07 cem zuriickfihrt, muB man die gefundenen Kohlensiure- und 


Sauerstoffwerte um den gleichen prozentualen Betrag vermindern. 
Die Proportion gestaltet sich dann wie folgt: 


80,684 : 79,07 wie 15,204: 2, 


also 
79,07 


= 15,204. — 
pein 80,684 


= 14,90, 


fiir die Kohlensiure dementsprechend 
79,07 


4,112 .§— 
: 80,684. 


= 4,030. 

Von diesem berechneten Kohlensiurewert mu jetzt der Kohlensiure- 
gehalt der Luft mit 0,03 abgezogen werden (4,030 — 0,03 = 4,00 
Das wahre Sauerstoffdefizit ergibt sich aus der Substraktion des um- 
gerechneten Sauerstoffwertes von dem Sauerstoff, der in 100 ccm 
Luft enthalten ist, also 20,90 — 14,90 = 6,00cem. Die gefundenen 
Werte werden nun gewoéhnlich mit dem an der Gasuhr abgelesenen 
reduzierten Exspirationsgas multipliziert, was augenscheinlich falscli 
ist. Rechnet man z. B. unser Sauerstoffdefizit mit dem Endgas, 
also mit 980 ccm aus, so erhilt man nur 58,8 ccm Sauersto!! 
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stutt 60,0; dies ergibt einen Fehler von rund 2°,. Es ist daher nétig, 

N, der Exspirationsluft 
N, der AuBenluft 
80,684 Preheat = 80,684 
———- zu multiplizieren. In unserem Beispiel 980 .-—-—~ 
79,07 79,07 

wieder 1000 cem. Multipliziert man hiermit die Kohlensaiure- und 


das abgelesene Endgas mit dem Faktor 


ergibt 


Sauerstoffwerte, so findet man die richtige Kohlensiureproduktion 
von 40 cem und den Sauerstoffverbrauch von 60 cem. Wie man sieht, 
handelt es sich bei dieser Umrechnung um die Division bzw. Multi- 
N, der Exspirationsluft 

N, der AuBenluft 
durch die Analyse gefundenen CO,- bzw. O,-Prozente werden mit 
diesem Faktor dividiert. Das abgelesene Exspirationsgas hingegen 
wird multipliziert. Zur Erleichterung der Berechnung laBt sich eine 


plikation mit ein und demselben Faktor Die 


Tabelle aufstellen, deren angegebenen Zahlen von den direkt gefundenen 
Analysenwerten entsprechend ihrer N,-Prozente abgezogen werden. 
Kine solche fiigen wir als Tabelle I und II hinzu; ebenso eine Multi- 
plikationstabelle (Tabelle III) fiir das umzurechnende Exspirationsgas. 

Die zweite Rechnungsart geht analog der ersten vor sich. Legt 
man wieder die gefundenen Werte der Analyse mit 


4,112% CO,, 15,204% O, und 80,684% N, 


zugrunde, so laBt man bei dieser Berechnung die gefundenen Prozent- 
zahlen unverindert. Um hier die wirkliche produzierte Kohlensiure 
und das Sauerstoffdefizit zu finden, muB die Kohlensiure bzw. der 
Sauerstoff der Inspirationsluft erhéht werden. Dies geschieht mit dem 
N, der Exspirationsluft 
N, der AuBenluft 
die Kohlensiure bzw. den Sauerstoff mit diesem Faktor, so erhialt 
man 0,031 cem Kohlensiure und 21,326 ccm Sauerstoff. Nimmt man 


oben angefiihrten Faktor Multipliziert man 


diese Umrechnung auch noch mit dem Stickstoff vor und addiert die 
einzelnen Zahlen, so ergeben sich 102,04cem AuBenluft. Subtrahiert 
man jetzt den durch die Analyse direkt gefundenen Sauerstoffwert von dem 
Sauerstoff, der in 102,04 ccm enthalten ist, so erhilt man eine Differenz 
von 21,326 — 15,204 = 6,122 cem. Die auf diese Weise gefundenen 
Differenzen in Kubikzentimetern kénnen nie Prozente werden — wie 
sie bisher bezeichnet wurden —, sondern sind als errechnete Multi- 
plikationsfaktoren fiir das an der Gasuhr abgelesene und reduzierte 
Exspirationsgas anzusprechen. Multipliziert man die so berechnete 
Kohlensiureproduktion 4,112 — 0,031 = 4,081 cem und den Sauerstoff- 
verbrauch = 6,122 cem mit 980 cem Endgas, so ergeben sich 40 ccm 
Kohlensiure und 60 ccm Sauerstoff. Wie ersichtlich, spart man bei 
31 * 
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Korrektionstabelle der gefundenen Kohlensdurewerte fiir Ny-Wert nO’ J 
COz%Fy 79,07 79,10 79,20 79,30 79,40 79,50 79,00 79,70 79,80 79,9 1? 

0,53 0,000 0,000 0.000) 0,002) 0,003 0.005 0,006 0,007) 0.008 0,005 
1,03 0,000 0,000 0,002 0,003 0,004 0,006 0,007 0,008 | 0,009 0,01 wiki) 
1,53 0,000 0,001 0,003 0,005 0,006 0,008 0,010 0,012) 0,014 0,018 0.09 
2,03 0,000 0,001 0,003 0,006 0,008) 0,011 0,014 0,016 0,019) 0,02 009 
2,53 0,000 0,001 | 0,004 0,007 0,011 0,014 0,017 0,021 0,024 0,027 ; 0.03 
3,03 0,000 0,001 0,005 0,009 0.013 0,017 0,020 0,024 0,028 0,032 t 004 
3,53 0,000 0,002 0,006 0,010 0,015 0,019 0,024 0,028 0,032 0,037 * 0.05 
4,03 0,000 0,002 0,007 0,012 0,017 0,022 0,027 0,032 0,037 0,042 9005 
4,53 0,000 0,002 0,007 0,013 0,019 0,024 0,030 0,035 0,041 0,047 8 0.06 
Korrektionstabelle der gefundenen Sauerstoffwerte fiir N,-Werte if-o | 
O2 Uo 79,07 - 79,10 79,20 79,30 79,40 79,50 79,60 79,70 79,80 79,9) 80,2 
19,40 0,000 0,008 0,032 0,056 0,079 0,103 0,127 0,150 0,174 0,197 5 0.2 
18,90 0,000. 0,007 0,031 0,054 0,077 0,101 0,124 > 0,147) 0,171 | 0,194 | 0) 9 
18,40 0,000 0,007 0,030 0,052 0,075 0,097 0,120 0,142 0,165 0,187 029) 99 
17,90 0,000 0,007 0,030 0,052 0,074 0,096 0,118 0,140 0,164 0,186 0 0.28 
17,40 0,000 0,007 0,029 0,050 0,071 0,093 0,114 0,135 0,157 0,178 0.24 
16,90 0,000 0,007 0,028 0,049 0,070 0,090 0,111 0,132 0,153 0,174 0B) 9/9: 
16,40 0,000 0,007 0,027 0,047 0,067 0,087 0,107 0,127 0,147) 0,167 0.) - 0 95 
15,90 0,000 0,007 0,026 0,046 0,065 0,085 0,104 0,124 0,143. 0,163 0.8) 9'os 
15,40 0,000 0,006 0,025 0,045 0,064 0,084 0,102 0,122 0,141 0,160 0.1. 9/5) 
14,90 | 0,000 0,006 0,025 0,043 0,061 0,079 0,098 0,116 0,134 0,153 0.) 1 0.2 
14,40 ' 0,000 0,006 0,024 0,041 0,058 0,076 0,093 0,110 0,128 0,145 ols 
Der konstante Sauerstoffwert der Luft den reduzierten O.-\@ \najy 

Anwendung dieser Rechnungsart die Umrechnung des Exspirations 

gases auf Inspirationsgas. pom 
Tabelle I11. sci 
Multiplikationsfaktor fiir das an der Gasuhr abgelesene und reduziert Mei 
Exspirationsgas, bei N,-Werten iiber 79,07 %. sei 
Gefunden Multiplikationsfaktor Gefunden Multiplikationsfaktor Zwe 
No %o Numerus Logarithmus Ne %o Numerus Logarithmus der 
ber 

79,07 1,0000 0,0000 80,20 1,0143 0,0616 
79,10 1,0004 0,0017 80,30 1,0156 0,067 1 - 
79,20 1,0017 0,0072 80,40 1,0168 0,0725 Ko 

79,30 1,0099 0,0126 80,50 1,0180 0,0779 

79,40 1,0042 0,0181 80,60 1,0194 0,0833 
79,50 1,0054 0,0236 80,70 1,0206 0,0886 ans 

79,60 1,0067 0,0290 80,80 1,0220 0.0940 
79,70 1,0080 0,0345 80,90 1,0230 0,0994 ™ 
79,80 1,0093 0,0399 81,00 1,0224 0,1048 me 
79,90 1,0105 0,0454 81,10 1,0257 0,1101 . 
80,00 1,0118 0,0508 81,20 1,0270 0,1155 _ 
80.10 1,0130 0,0508 81.30 1,0282 0.1208 Ex 
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bei denen die angegebenen Zahlen subtrahiert werden miissen. 





80,30 80,40 80,50 80,70 80,80 80,90 81,00 81,10 81,20 


, 0.015 0,016 
0.022 0,024 0,025 0,027 0,029 0,031 0,033 
, 0.029 0,031 0,034 0,036 0,039 0,041 0,044 0,046 0,048 0,051 
» 0.036 0,039 0,042 0,045 0.048 0,051 0.054 0,057 0,060 0,063 0,066 0,069 
» 0.043 0,046 0,050 0.054 0,057 0,061 0,065 0,069 0,073 0,077 0,081 0,085 
0.050 0,054 0,059 0,063 0,067 0,071 0,075 0,079 0,084 0,088 0,092 0,096 
2 0,057 0,062 0,067 0,072 0,077 0,082 0,087 0,092 0,097 0,102 0,107 0,112 
0.063 0,069 0,075 0,080 0,086 0,091 0,096 O0,LOL 0,107 0,112 0,118 0,123 


denen die angegebenen Zahlen subtrahiert werden miissen. 





80,30 80,40 80,50 80,60 80,70 SO,SO 80,90 81,00 S110 81,20 81,30 


5 0.269 0,293 0,317 0,340 0,364 0,388 0,412 0,436 0,460 0,483 0,507 0,530 
0,265 0,289 0,313 0,337 0.361 0,385 0,409 0,431 0,455 0,479 0,503 0,525 


: 0,255 (0,277 0,300 0,322 0,345 0,367 0,390 0,412 0,435 0,457 0,480 0,502 


0.252 0.274 0.296 0,318 0,340 0,362 0,384 0,406 0,428 0,450 0,471 0,491 
0,241 0,262 0,283 0,303 0,325 0,346 0,367 0,399 0,420 0,441 0,460 0,480 
| 0,237 0,258 0,279 0,299 0,320 0,341 0,362 0,383 0,404 0,424 0,445 0,463 


7 0.227 0,247 0,267 0,287 0,307 0,327 0,347 0,367 0,387 0,407 0,427 0,447 
) (221 0,241 0,260 0,280 0,299 0,319 0,338 0,358 0,377 0,397 0,417 0,436 


0.217 0,236 0,255 0,274 0,292 0,311 0,330 0,349 0,367 0,385 0,404 0,422 
0.207 0,226 0,244 0,262 0,280 0,299 0,317 0,335 0.353 0,372 0,391 0,409 
0,197 0,215 0,232 0,250 0,267 0,285 0,302 0,320 0,338 0,358 0,378 0,395 


Analyse minus ergibt das wahre Sauerstoffdefizit in Kubikzentimetern. 


Zum SchluB méchten wir auf eine dritte, bisher noch nicht an- 
gewandte Art der Berechnung aufmerksam machen, die nach unserer 
Meinung einfacher ist und besonders fiir den Anfinger verstandlicher 
sein diirfte. Denkt man sich das Gas eines Respirationsversuches in 
zwei Teile zerlegt, in Anfangs- und Endgas, so lassen sich mit Hilfe 
der Analysendaten die Zusammensetzungen der beiden Gase leicht 
berechnen. Fiihrt man dann fiir Kohlensiiure und Sauerstoff die ent- 
sprechenden Subtraktionen aus, so erhalt man direkt die gesamte 
Kohlensaiureproduktion und den Sauerstoffverbrauch eines Versuches. 

Als Beispiel soll uns ein Versuch dienen, den wir an einem Menschen 
anstellten. Die Dauer des Versuches betrug 15 Minuten. An der Gasuhr 


wurden abgelesen 111,0 Liter, die Temperatur betrug 18,2°, der Baro- 


-~ 


meterstand 752,0mm. Mit diesen Zahlen umgerechnet, ergibt sich 
ein reduziertes Exspirationsgas von 100,5 Litern. Die Analyse des 


Exspirationsgases ergab: 
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4,05°%, Kohlensaéure, 15,65°, Sauerstoff und 80,30°, Stickst: ‘1 
Das Inspirationsgas kann nicht direkt abgelesen werden, sond 
 ) > 


) 


: A . : N, der Exspirationsluft 
mu wieder mit Hilfe des Faktors —~~ I ; 
N, der AuBenluft 


80,30 

errechnet werden. Also 100,5-——— 
79,07 

102,07 Liter AuBenluft sind enthalten: 0,0306 Liter CO, und 21,332 Lite: 
O,. Das Exspirationsgas ergibt: 4,0704 Liter CO, und 15,728 Liter (, 
Die Differenz betrigt: 4,0398 Liter CO, und 5,604 Liter O,. Es wurden 
demnach in 15 Minuten 4,0398 Liter CO, produziert und 5,604 Lite: 
Sauerstoff verbraucht. Fir 1 Minute umgerechnet, ergeben sich 
269,3 cem CO, und 373,6cem O,. Der Respirationsquotient betrigt 


0,72. Dieselben Resultate ergeben auch die Rechnungsarten | und 2 


- 102,07 Liter Anfangsluft. In 


Zusammenfassung. 


1. Es wird bewiesen, daB die zwei gebriuchlichen Berechnungs- 
arten fiir den Zuniz-Geppertschen Respirationsversuch genau ein und 
dieselben Resultate ergeben. 

2. Es wird eine Rechnung angegeben, wobei die komplizierten 
und bisher iiblichen Umrechnungen in Wegfall kommen. 
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Die Bestimmung des (),- Verbrauches eines Respirationsversuches, 
der mit dem Pettenkofer-Tigerstedtschen Apparat 
ausgefiihrt wurde. 

Von 
W. Klein und Maria Steuber. 


(Aus dem tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hoch- 
schule zu Berlin.) 


(Eingegangen am 28. Januar 1923.) 


An dem Zuntzschen Universalapparat unseres Instituts ist eine 


Gassaugpumpe angeschlossen, die es erméglicht, Versuche nach dem 


Pettenkofer-Tigerstedtschen Prinzip auszufiihren. Bis jetzt wurde 
von allen Autoren, die Gaswechselmethoden beschrieben haben, an- 
gegeben, daB eine Bestimmung der CO, sehr genau, eine Bestimmung 
des Og aber nicht méglich sei. Die Ursache soll hauptsachlich in der 
Ungenauigkeit der O,-Analyse liegen. Obwohl Apparate konstruiert 
sind, wie z. B. von Sondén-Tigerstedt, Krogh, die eine hinreichende 
Genauigkeit der O,-Bestimmung erméglichen, so ist es schwer ver- 
stindlich, warum es nicht versucht ist, auch den O, zu berechnen. 
Zuntz!) selbst’ sagt bei der Beschreibung seines Apparates, daB das 
Pettenkofer-Tigerstedtsche Prinzip nur eine genaue Bestimmung der 
CO,-Ausscheidung gestatte. (rafe*) urteilt tiber das Pettenkofersche 
Prinzip: Der Hauptnachteil ist der, daB eine exakte O,-Bestimmung 
unméglich ist, so daB trotz groBer Vorteile kaum anzunehmen ist, 
daB diese klassische Methode eine groBe Zukunft hat. 

Um den O, hinreichend genau bestimmen zu kénnen, hat Jaquet 
diese Methode derart modifiziert, daB er in bezug auf GréBe eine Respi- 
rationskammer in Anwendung brachte, deren Volumen im Verhaltnis 
zum ventilierten Luftvolumen verschwindend klein ist. Dabei muB 
vorausgesetzt werden, da8 die Zusammensetzung der Luft in der 


1) Landwirtschaftl. Jahrbiicher 44, Heft 5, 8.777, 1913. 
2) Abderhaldens Handb. d. Biochem. Arbeitsmeth. 7, 1913. 
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tespirationskammer wiahrend der betreffenden Versuchsperiode ke; 


Veranderung erleidet oder jedenfalls, daB die Schwankungen dersel}y 1 
belanglos sind. Um das zu erreichen, ordnet man die Versuche so a. 
daB die CO,-Produktion des Versuchsindividuums sich méglichst w). 
verindert halt. Es mu8 ein stationirer Zustand erreicht und erhalten 
werden, also z. B. Ruhe, Niichternheit. Auch in dem Sondén- Tig: 
stedtschen Apparat kann zurzeit nur die CO, bestimmt werden [./o- 
hannson')). 

Bei dem Zuntzschen Universalapparat haben wir es mit umge- 
kehrten Verhiltnissen zu tun. Wollen wir hier nach dem Pettenkofer schon 
Prinzip arbeiten, so miissen wir beriicksichtigen, daB der Kasteninha\t 
im Vergleich zur ventilierten Luftmenge sehr groB ist. Die Voraus- 
setzungen, die Jaquet an seine Modifikation stellt, kénnen hier nicht 
in Anwendung kommen. Auferdem wollten wir diese Voraussetzungen 
ausschalten, weil Rechnungen mit unbekannten GréBen stets kom- 
pliziert und ungenau werden, zumal beim Experimentieren mit Tieren 
diese Bedingungen schwer zu erhalten und ihr Vorhandensein noch 
schwerer nachzuweisen ist. An unsere Versuchsanordnung durften aus 
den angefiihrten Griinden keine Voraussetzungen gekniipft werden. 
Es mu8B daher gleichgiiltig sein, wie die CO,-Kurve wihrend eines 
Versuches verliuft, wie hoch der Prozentwert der CO, am Anfang 
und zum SchluB eines Versuches im Kasten ist. Ebensowenig diirfen 
die Temperatur, der Wasserdampf, Barometerdruck eine Rolle spielen 
Auch der stationire Zustand des Versuchsobjekts ist ohne Bedeutung 

Unser Versuch verliuft folgendermaBen: Das Tier wird in den 
Kasten gebracht und dieser verschlossen. Die Gasuhr und die Ven- 
tilatoren la8t man vor Beginn des Versuches 4% Stunde gehen, um 
Temperaturausgleich im ganzen System zu schaffen. Mit Beginn 
des Versuches wird eine Luftprobe aus dem Kasten entnommen und 
die kontinuierliche Probe in Gang gebracht, die Psychrometer, Thermo- 
meter, Barometer und der Stand der Gasuhr abgelesen, die Anlauf- 
spitze des Teilprobeentnahmerohres am Gewicht einer Pendeluhr an- 
gebracht, um eine gleichmaBige Aufsaugung der Analysenprobe 1: 
erhalten. Wie bei der Anordnung von Jaquet, wird auch bei unseren 
Versuchen die Teilprobe aus dem Rohre entnommen, welches die Luft 
aus dem Kasten in die Gasuhr fiihrt. Die Annahme der ganz gleich- 
maBigen Probeentnahme mit Hilfe des Pendels ist deshalb berechtigt 
weil unsere Gasuhr in der Zeiteinheit ebenfalls gleichmaBige Mengen 
Luft durchsaugt. 

Zum SchluB wird wie zu Beginn eine Luftprobe aus dem Kasten 
entnommen, und die angegebenen Ablesungen werden vorgenommen 


!) Johannson, Im Handb. d. Biochem. Arbeitsmeth. 8, II, 1910. 
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Bestimmung des O,-Verbrauches usw 


Berechnung eines Versuches. 

Um den Apparat und unsere Berechnung kontrollieren zu kénnen, 
verbrannten wir 94proz. Alkohol. Die Versuche dauerten 6 Stunden. 
Den Alkohol verbrannten wir in einem Spirituskocher. Wir méchten 
im voraus bemerken, dai es uns nicht gelungen ist, den Alkohol 
quantitativ zu verbrennen'). Die durchgesaugte Luft roch aromatisch, 
aber deutlich nach Alkoholdampf. Die gleiche Schwierigkeit erwaihnen 
auch die Autoren, die mit Alkohol Testversuche gemacht haben (Zuntz, 
l.c.). Ebenfalls laBt sich aus den Jaquetschen Testversuchen, die 
ein Minus von 5% CQO, und O, maximal aufweisen, ersehen, da® auch er 
keine quantitative Verbrennung gehabt hat. Wenn es uns auch nicht 
moglich war, ganz quantitativ die theoretisch berechnete CO,-Menge 


‘ 


é COQ, 
des Alkohols zu finden, so ergab sich aus = doch der fiir Alkohol 
9 
berechnete Respirationsquotient. Hieraus diirfen wir den Schlub 
ziehen, daB bei dem Pettenkofer-Tigerstedtschen System mit derselben 
Berechtigung der O, berechnet werden darf, wie man es bisher fiir 


die CO, angenommen hat. 


Die Gasanalyse. 

Wir benutzen das T'igerstedt-Sondénsche Prinzip, das in der Weise 
angeordnet ist, da der Apparat eigentlich aus zwei Apparaten besteht, 
indem die Thermobarometerbiirette ebenfalls fiir die Gasanalyse ein- 
gerichtet ist, so daB bei den gleichzeitig erfolgenden Analysen fiir Anfangs- 
und Endgas die beiden Biiretten gegenseitig als Thermobarometer dienen. 
Daher ist es méglich, zu gleicher Zeit die Zusammensetzung der Kasten- 
luft zu Anfang und zu Ende zu analysieren. In gleicher Weise wird 
auf einmal die AuBenluft gegen die kontinuierliche Probe differenziert. 
Die Kapillaren der Gasbiiretten sind auf !/j99 graduiert, die '/j999 werden 
geschatzt. Nach unserer Meinung geniigt ein Gasanalysenapparat, 
der Werte angibt, von denen man mit Sicherheit sagen kann, dal 


in Bf on nau sind? 
die */j99 ccm genau sind?). 


Berechnung. 

Wir lassen ein Protokoll mit nachfolgender Berechnung folgen. 
Dabei gehen wir 1. von der Voraussetzung aus, das der Apparat so weit 
dicht ist, daB kein Gas auf einem anderen Wege als durch den Gas- 
messer entweichen kann, 2. von der Tatsache der sich stets gleich- 
bleibenden Menge Stickstoff. Die Gesamtmenge des N, erhalten wir 


1) In Zukunft ware es vielleicht besser, derartige Testversuche statt 
mit Alkohol, mit reinem Acetylengas anzustellen, weil bei der Alkohol- 
verbrennung leicht Aldehyd gebildet wird. 

2) Hersteller sind die glastechnischen Werkstatten von Bleckmann 
& Burger, Berlin, AuguststraBe 3A. 
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durch Addition des N, im Kasten zum SchluB des Versuches 1): 
derjenigen Menge, die wahrend des Versuches durch den Gasmes. 
gegangen ist. Subtrahiert man von diesem Gesamt-N, den N,-Gelalt 
der Kastenluft im Anfang des Versuches, so ergibt sich die Stickst« {f 
menge, die in den Apparat eingetreten ist. Berechnet man diese N,- 
Menge mit Hilfe der Gasanalyse der AuBenluft auf Luft um, so erhilt 
man die Kubikmeter Gas, die in Wirklichkeit in den Apparat ein- 
gesaugt sind. Addiert man hierzu die Gasmenge im Apparat zu 
Anfang des Versuches, so erhalt man auf der einen Seite das 
genaue Volumen des Anfangsgases und auf der anderen das genaiy 
Volumen des Endgases. Berechnet man jetzt mit Hilfe der Analysen. 
daten den Gehalt von CO, und O, im Anfangs- bzw. im Endgas, so 
ergibt sich durch entsprechende Subtraktion die gesamte produziert: 
CO, und ebenso der gesamte Verbrauch an Sauerstoff. 

Verbrannt wurden 600 g 94 proz. Alkohol in 6 Stunden entsprechend 
564 g absolutem Alkohol. 

Zu Beginn des Versuches abgelesene Temperatur trocken 16,{)" 
feucht 10,6°, Barometerstand 757,4mm; am SchluB des Versuches 
abgelesene Temperatur trocken 18,2°, feucht 12,25°, Barometerstand 
755,2 mm; ventiliert wurden 66,77 ebm. 

Der Inhalt des Kastens betrigt 84,25 ebm. 

Die Analyse des Anfangsgases im Kasten betrug: 

0,075% CO,, 28,835% O,, 79,09% No, 
des Endgases im Kasten: 

0,51% CO,, 20,22% O,, 
der ventilierten Luftprobe: 

0,32% CO,, 20,47% O,, 79,21% N,, 
der AuBenluft: 

0,025 °% CO , 20,905% O,, 79,07% No. 

Die abgelesenen Gasvolumina sind in iiblicher Weise auf 0° und 
760 mm reduziert!). Wir erhalten dann fiir das Anfangsgas im Kasten 
ein Volumen von 78,464 cbm, fiir die ventilierte Luft 61,873 chm, 
fiir das Endvolumen des Kastens 77,702 cbm. 

Mit den Werten der Gasanalysen berechnet sich: 

1. fir das Anfangsgas im Kasten 

58,848 Liter CO,, 16,348cbm O,, 62,057 cbm N,, 
2. fiir das Endgas im Kasten 

396,28 Liter CO,, 15,723 cbm O,, 61,583 cbm N,, 
3. das ventilierte Luftvolumen setzt sich zusammen aus 

197,99 Liter CO,, 12,665cbm O,, 49,01 cbm Ng. 


1) Die Reduktion der ventilierten Luftmenge erfolgt mit den Mitte!- 
werten zu Anfang und zu Ende des Versuches. 
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Addiert man jetzt die N,-Menge der Kastenluft am Ende des 
Versuches zu der N,-Menge der ventilierten Luft, so ergibt sich die 
Gvsamt-N,-Menge 110,593 cbm. Subtrahiert man hiervon den N, 
der Kastenluft zu Beginn des Versuches = 62,05 cbm, und dividiert 
man den Rest von 48,536cbm durch den N,-Wert der AuBenluft, 
so erhalt man die in dem Kasten in Wirklichkeit eingesaugte atmo- 
spharische Luft 61,383 cbm!). Multipliziert man dieses Luftvolumen 


mit den Analysenwerten der atmospharischen Luft, so ergeben sich 
15,35 Liter CO,, 12,832 cbm O,. Von der wihrend des Versuches ge- 
hildeten CO, 396,28 Liter + 197,99 Liter = 594,27 Liter ist in Abzug 
zu bringen die mit der AuBenluft hereingetretene und die zu Anfang 
im Kasten enthaltene Menge (15,35 + 58,848 Liter) = 74,198 Liter. 
Es sind demnach 520,07 Liter CO, gebildet. 

In gleicher Weise wird der Sauerstoffverbrauch berechnet. In 
den Kasten traten ein 12,832cbm, im Kasten vorhanden waren 
16,348 cbm, insgesamt also 29,180 cbm. 

Mit der ventilierten Luft gingen heraus 12,665 cbm und am Schlufs 
des Versuches fanden sich noch 15,723cbm im Kasten, zusammen 
28,388 cbm. Subtrahiert man jetzt diese Zahl von der oben angegebenen 
SO,-Menge = 29,180 cbm, so erhilt man einen Sauerstoffverbrauch von 
792 Litern. Daraus berechnet sich ein Respirationsquotient von 0,657. 

Unser sechsstiindiger Versuch ergab demnach eine CO,-Produktion 
von 520,07 Litern und einen Sauerstoffverbrauch von 792.0 Litern, hin- 
gegen einen theoretisch berechneten Wert von 548,0 Litern CO, und 
822,3 Litern QO,. 

Dieses Protokoll ist eines aus vielen gleichsinnig verlaufenden 
Versuchen. 

Zusammenfassung. 

is wird experimentell und rechnerisch nachgewiesen, dafs auch 
in einem groBen Apparat (84,25cbm) nach dem Pettenkofer-Tiger- 
stedtschen Prinzip der O, mit der gleichen Genauigkeit wie die CO, 
bestimmt werden kann. 


1) Bei Betrachtung der so berechneten eingesaugten und der durch 
die Gasuhr gegangenen Luftmenge ergibt sich eine Differenz von 490 Litern 
Luft, diese Differenz kommt durch die Temperaturerhéhung wiihrend des 
Versuches zustande. 








Variationsstatistik 
als Hilfswissenschaft der Biochemie der Pflanzen. 


IT. Mitteilung?). 
Von 
L. Rosenthaler, Bern. 
(Aus dem pharmazeutischen Institut der Universitat Bern.) 


(Eingegangen am 25, Januar 1923.) 


Bei meinen bisherigen Untersuchungen tiber chemische Variation 
bei Pflanzenstoffen bin ich, entsprechend den Bediirfnissen der Pharma. 
kognosie, von Drogen ausgegangen. Da es sich dabei um ein genetisch 
uneinheitliches Material handelt, wurde es unterlassen, die Ergebnis 
nach einem der Verfahren der Variationsstatistik zu behandeln. Bei 
den in der vorliegenden Untersuchung ermittelten Werten kann dics 
unternommen werden, nachdem es mir in diesem Herbst gegliickt 
ist, Pfirsichkerne zu erhalten, die von einem Baiumchen stammten 
Es wurde von ihnen die Blausiure bestimmt, indem das Destillat mit 
n/50 Silbernitrat nach Denigés titriert wurde. Daraus wurde der Gehalt 
an Amygdalin berechnet. Es seien zunachst die Ergebnisse mitgeteilt. 

Stellt man die Ergebnisse in der von Galton angegebenen Weis 
dar, so ergibt sich, daB die Werte binomiale Verteilung zeigen. Di 
chemische Variation schlieBt sich also in diesem Falle der groBen Zali| 
anderer zahlenmaBig erfaBbarer Naturerscheinungen an, die ebenfalls 
nach der Binomialkurve verlaufen. 

Betrachtet man an demselben Material das Verhialtnis des Amy¢- 
dalingehaltes zum Gewicht der Pfirsichkerne, so ergibt sich fiir dic 
leichtere Hialfte ein Amygdalingehalt von 6,47°%, fiir die schwerer 
Hilfte ein solcher von 5,31°%. Die schon wiederholt festgestellte Tat- 
sache, daB die leichteren und kleineren Individuen an bestimmten 
Inhaltsstoffen reicher sind als die gréBeren und schwereren, trifft 
also auch hier zu. 

SchlieBlich zeigt diese Untersuchung noch einwandfrei, daB ein 
chemischer Bestandteil einer Pflanze echte fluktuierende Variation 
aufweist. 

Kine eingehende variationsstatistische Bearbeitung der von mi! 
in den Samen einiger Prunusarten ermittelten Amygdalinwerte wir’ 
in der folgenden Abhandlung von Dr. S. Blumer gegeben. 








') I. Mitteilung s. diese Zeitschr. 184, 225, 1922. 
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Gewicht 
& 


0,095 
0,109 
0,106 
0.079 
0,078 
0,090 
0,109 
0,108 
0.095 
0,109 
0,079 
0,087 
0,111 
0,106 
0,100 
0,104 
0,094 
0,106 
0,067 
0,076 
0,100 
0,064 
0,085 
0,083 
0,077 
0,080 
0,100 
0,087 
0,073 
0,072 
0,077 
0,083 
0.062 
0.077 
0,092 
0,083 
0,076 
0,088 
0,066 
0,102 
0,080 
0.066 
0,080 
0,079 
0,064 
0,079 
0,067 
0.056 
0,08 

0,077 
0.073 
0,088 
0-097 


n|[50 Silbernitrat 
com 


0,2 
0.2 
0.3 
0.3 
O15 
0.3 
0.3 
0.4 
0,25 
0,275 
0.3 
0.3 
0.3 
0,25 
0,3 
0,25 
0,25 
0.2 
0,25 
0,2 
0,25 
0,2 
0,3 
0,275 
0,3 
0.3 
0.35 
0.3 
0,25 
0,25 
0,25 
0,275 
0,275 
0,2 
0,25 
0.3 
0,25 
0,15 
0,2 
0,15 
0,2 
0,25 
0,25 
0.3 
0,2 
0.3 
0,25 
0,2 
0.15 
0:3 
0,25 
0.25 
O03 


Menge der Blausaure 


absolut 
mg 


0,33 
0,22 
0,33 
0.33 
0,16 
0,33 
0,33 
0.43 
),27 
0,30 
0,33 
0.33 
0,33 
0,27 
0,33 
0,27 
0,27 
0,22 
0,27 
0,22 
0,27 
0,22 
0,33 
0,30 
0,33 
0,33 
0,38 
0,33 
0,27 
0,27 
0,27 
0530 
0,30 
(),22 
0,27 
0:33 
027 
016 
0:22 
0:16 
(22 
0:27 
0:27 
0633 
022 
0:33 
0:27 
0,22 
0,16 
0,33 
0,27 
0,27 
0,33 


0.35 
0,2 
0.31 
0,42 
0,21 
0.37 
0.3 
0,42 
0,28 
0,28 
0,42 
0,38 
0,295 
0,25 
0,33 
0,26 
0,29 
0,21 
0,40 
0,29 
0,27 
0,34 
0.39 
0,36 
0,43 
0,41 
0538 
0:38 
0:37 
0538 
035 
0:36 
0:48 
0:29 
0:29 
04 
0:36 
O18 
033 
16 
0:28 
041 
(34 
042 
034 
(42 
04 
039 
(p2 
043 
037 
031 
O34 


Gehalt an 
wasserfreiem 
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Gewicht n|50 Silbernitrat sis. tt teem 6: Ps dios 
absolut ( Amygdalin 
g ccm mg ‘ 

0,106 0,25 0,27 
0,076 0,2 0,22 
0.097 0,25 0,27 . 
0.073 0,2 0,22 5, vk 
0.087 03 033 " elek 
0,102 0.3 0,33 
0,078 0.3 0,33 
0,086 0.3 0,33 ' 
0,075 0,25 0,27 5, 
0.056 0,2 0,22 6 
0.079 0,25 0,27 5.75 
0,085 0,25 0,27 5,4 
0.098 0,25 0,27 47 irrtii 
0.077 0,3 0,33 7,3 mick 
0.058 0,225 0,25 7,3 ee: 
0.077 0,25 0,27 5.9 
0.091 0,25 0,27 5,1 
0,078 0,25 0,27 5,9 dab 
0,105 0,3 0,33 5,2 Teil 
0.102 0,3 0,33 5.4 nicht 
0.074 0,3 0,33 7,4 Thre 
0,070 0,3 0,33 7,95 heel 
0,093 0.4 0,43 7,8 Gela 
0,055 0,25 0,2 8.3 desi 
0,063 0,25 0,27 7.3 . 
0,061 0.2 0,22 61 die ] 
0,055 0,25 0,27 83 Vero 
0,074 0,2 0,22 5.1 beru 
0,060 0,25 0,27 7.6 hatte 
0,087 0,3 0,33 6.4 Grur 
0,093 0,2 0,22 41 stain 
0,079 0,35 0,38 : ai 
0,087 0,3 0.33 j pre 
0,083 0,25 0.27 ” 
0,085 0,25 0,27 
0,076 0,25 0,27 b, einge 
0,066 0,2 0,22 5.6 Behe 
0,077 0,2 0,22 rc ieder 
0,071 0,275 0:30 ; hat 
0,087 0,25 0,27 ‘ Po 
0.058 0,2 0,22 ny 
0,067 0,25 0,27 5, be 
0,096 0,3 0,33 15 Kett 
0,061 0,2 0,22 j aufg 
0,080 0,25 0.27 5,7 kette 
0,074 0,25 0,27 i, neue 
0.063 0,25 0:27 ‘f 
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Bemerkungen zu der Notiz Rohonyis iiber ,,Entstehung 
elektrischer Stréme in Geweben“. (Diese Zeitschr. 132, 309.) 


Von 
R. Beutner. 
(Eingegangen am 30. Januar 1923.) 


1. Herr Rohonyi behauptet, daB J. Loeb meine Theorie als ,,Resultat 
irrtiimlicher Konklusionen* bezeichnet hatte. Demgegeniiber berufe ich 
mich auf folgende briefliche Mitteilungen von Herrn Professor J. Loeb 
selbst an mich (vom August vorigen Jahres): 

ch habe kiirzlich einen Brief von Rohonyi erhalten, woraus ich ersehe, 
da’ er meine Abhandlung tiber Entstehung elektrischer Ladungen kolloidaler 
Teilchen ganzlich miB8verstanden haben muB8. Er glaubt, daB ich Ihnen 
nicht zustimme, was ganzlich unzutreffend ist. Ich bin der Ansicht, daB 
Ihre Arbeit durchaus beweiskraftig und richtig ist; bei meiner Darlegung 
handelte es sich nur um folgendes: da Sie keine Potentialdifferenz zwischen 
Gelatine und wiisserigen Lésungen finden konnten, so war es wichtig fiir mich, 
darauf hinzuweisen, daB eine solche Potentialdifferenz existiert, und da® 
die Behauptung des Gegenteils (die in einer von uns gemeinsam verfabten 
Verdffentlichung enthalten war) auf irgend einem ungliicklichen Zufall 
beruhte, dessen Natur ich nicht kenne, und was auch gleichgiiltig ist. Andere 
hatten iiber aihnliche negative Ergebnisse berichtet, und dies war ein 
Grund mehr fiir mich, auf diesen Punkt hinzuweisen. Es ist mir unver- 
stindlich, wieso Rohonyi aus dieser Abhandlung entnehmen kann, daf 
ich nicht Ihrer Meinung bin, oder dai meine Abhandlung gegen Sie ge- 
schrieben war.“ 

2. Diese AuBerungen J. Loebs sind hier mit seiner Zustimmung so 
eingehend zitiert, um zu beweisen, wie sehr Herr Rohonyi mit seiner 
Behauptung eines Gegensatzes zwischen J. Loeb und mir Unrecht hat. Fiir 
jeden, der meine ausfiihrliche Schrift tiber bioelektrische Stréme') gelesen 
hat, ist es ohne weiteres deutlich, daB ein solcher Gegensatz nicht bestehen 
kann. Unzutreffend ist es auch schon, da8 Rohonyi von einer Lipoidtheorie, 
die ich aufgestellt haben soll, schreibt. Ich habe Hunderte von neuen 
Kettensystemen gemessen und deren Analogie mit den biologischen Stroémen 
aufgedeckt. Diese Analogie laBt sich bei geeigneter Auswahl der Vergleichs- 
ketten bis in alle Einzelheiten nachweisen. Keine Deutung kann an diesem 
neuen Tatsachenbestand irgend etwas andern. 


In ungeniigender Kenntnis dieser Tatsachen hatte Rohonyi gewisse 
Behauptungen aufgestellt?), deren Unrichtigkeit ich ihm leicht nach- 


1) Entstehung elektrischer Stréme in labilen Geweben und ihre kiinst- 
liche Nachahmung. Stuttgart 1920. 
*) Diese Zeitschr. 66, 231 und 248, 1914. 
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weisen konnte, sobald ich davon erfuhr'). Seine Behauptungen, Ket)» 
systeme gefunden zu haben, die bessere Vergleichsmodelle seien, beri: \;t; 
auf der Vernachlissigung der Konstanz und Reversibilitét der Kony), 
trationswirkung beim biologischen Objekt, worauf ich hinwies.  D:» 
gegeniiber konnte Rohonyi auch in seiner neuesten Erwiderung?) ni: 
anfiihren. Er gibt selbst die Inkonstanz seiner Modelle zu, und bei di 
Unstimmigkeit sind alle weiteren Bemerkungen gegenstandslos. Da H 
Rohonyi jetzt zuletzt zu persénlichen Angriffen seine Zuflucht nim 
sehe ich zu meinem Bedauern mich zu einer Entgegnung gezwungen, 
gleich leider durch solche Kundgebungen die Wissenschaft nicht bereic| 
wird. 

3. Die immer wiederholte Quintessenz der Rohonyischen Behaiy) 
tungen ist die, dafZ es nur auf Diffusionspotentiale bei den bioelektrisc|ier 
Strémen ankommen soll. Seit der Zeit du Bois-Reymonds wird nach !*) 
klarungen in dieser Richtung gesucht, und niemals wurde ein Erfolg erziclt 
Keiner der zahlreichen friiheren Autoren wird aber von Herrn Rohon , 
auch nur erwaihnt: Oker Blom, M. Cremer u. a. Auch allen diesen For 
schern*) war die Plancksche Formel bekannt und die denkbare Méglich 
keit des Zustandekommens bioelektrischer Stroéme auf Grund unterschied 
licher Geschwindigkeit positiver und negativer Ionen. Da diese Moglich 


keit gegeniiber den Beobachtungen im Riickstand bleibt, ist immer wieder 
erwiesen worden. Bei M. Cremer findet man in Arbeiten, die etwa 20 Jahre 


alt sind, die Problemstellung scharf definiert. Demgegeniiber haben 
Rohonyis Ausftiihrungen nichts Neues erbracht. 


4. In einer der ersten Publikationen iiber die neuen Phasengrenz 


krafte haben J. Loeb und der Verfasser vor etwa 8 Jahren iiber negative 


Versuche mit Proteinen (Gelatine) berichtet, dagegen iiber positive mit 
Fetten. Diese Beobachtungen waren indessen in keiner Weise erschépfend. 
In der zusammenfassenden Schrift tiber Entstehung bioelektrischer Stréime 
ist vom Verfasser auf S. 60 ein Versuch beschrieben, der diesem Befund 
widerspricht. Auch in dieser Hinsicht hat also J. Loeb dieselbe Ansicht wii 
Verfasser, wenn er behauptet, daB nicht nur Fette elektromotorisch wirksan 
sind. Zum Beweis dafiir, daB die in der Schrift des Verfassers nieder 
gelegte Arbeitsrichtung die Zustimmung von Herrn J. Loeb gefunden hat, 
sei hier noch eine seiner brieflichen AuGBerungen zitiert; nach Herausgale 
meiner obengenannten Schrift teilte er mir sein Urteil tiber das Buch mit 
folgenden Worten mit: ,,[ think it is a masterly presentation of the subject 
and I offer you my heartiest congratulations... I think it will be considered 
one of the most remarkable contributions to modern physiology... The 
main thing is that in my opinion you have added to the literature o/ 
physiology and physical chemistry a work of which you have every reason 
to be proud.“ 

Und 1% Jahre spiater schreibt J. Loeb: ,,Your book is meeting with 
sincere appreciation wherever it has been read.“ 


1) §. meine obengenannte Schrift, 8. 145—149. 
2) Diese Zeitschr. 130, 68—69, 1922. 
3) Eine Literaturiibersicht findet man in meiner obigen Schrift. 
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Von 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts 
fiir experimentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


a : (Eingegangen am 3. Februar 1923. 
sche 
xh 

ease I. 

) Jahr: DaB die Hefe ein Reservekohlehydrat enthalten miisse, hat schon 

haben Pasteur im Jahre 1859 ausgesprochen. Viele Jahre spiter hat Errera') 
das Glykogen der Hefe aufgefunden, das sodann von Cremer?) im Jahre 

grenz 1894 isoliert und dargestellt wurde. Eingehende Untersuchungen 

Bau’ & iiber das Hefeglykogen rihren von Laurent) und ganz besonders von 

ee Clautriau*) her, dessen Priiparat indes noch nicht geniigend rein und 

Striin noch ziemlich reich an Asche war. Harden und Young) gelang 

3efund es, durch ein ziemlich umstindliches Verfahren, das im wesentlichen 

ht wie auf der Methode von Clautriau aufgebaut war, ein vollig stickstoff- 

si und aschefreies Glykogen aus der Hefe zu erhalten. Spiter haben die 

> hat. Autoren ihre Methode zur Bereitung des Hefeglykogens noch ab- 

isgahy geiindert und vereinfacht®). 

he mit Der Glykogengehalt der verschiedenen Hefen ist aufSerordentlich 

6a wechselnd befunden worden; er ist vor allem von der Rasse abhingig 

ic oe und schwankt auBerdem nach Alter, Temperatur, Zuckergehalt usw. 

ire of in weiten Grenzen. 

reason Indes sind quantitative Bestimmungen des Hefeglykogens bisher 
nur in relativ geringem Umfange ausgefiihrt worden. Die in neuerer 

y with Zeit hierfiir angewandten Methoden sind auf Grund des bekannten, 


von Pjfliiger fir tierische Organe angegebenen Verfahrens ausgearbeitet 


1) Errera, C.r. 101, 253, 1885. 

2) Cremer, Sitzungsber. d. Gesellsch. f. Morphol., H. 1, 1894. 
3) Laurent, Ann. d. la Soc, Belge de Microscop. 1890. 

*) Clautriau, Acad. Roy. Belg. 58, 1895. 

5) Harden und Young, Journ. chem. Soc. 81, 1224, 1902. 
8) Dieselben, ebendaselbst 101, 1928, 1912. 
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in der abgekiirzten Form, wie sie Pfliiger!) zuletzt empfohlen a: 
[Schénfeld und Krampf{*), Schénfeld und Kiinzel*)|. Dieses Verfahr ns 
haben sich auch v. Huler*) und sein Schiiler Kullberg5) bedient, \:( 
v. Euler bezeichnet es als das genaueste und geeignetste fiir Hi fe. 
untersuchung. 

Nun ist aber bei der Ubertragung der Piliigerschen Methvi 
auf die Hefe véllig auBer acht gelassen worden, daB das Hefeglykoven 
stets von Hefegummi begleitet ist. Da nun, wie hauptsichlich durch 
Salkowskis Arbeiten®) schon lange bekannt war und spiter nochmals 
von Salkowski’) genau festgestellt worden ist, das Hefegummi geradcs 
wie das Glykogen durch Kalilauge aus der Hefe ausgezogen 
durch dreistiindiges Erhitzen mit 60proz. Kalilauge nicht zerstort 
und durch Alkohol aus der Lésung gefillt wird, sich in Wasser | is 
und durch Salzsiure hydrolysiert und dabei in ein Gemisch von 
Mannose und Glucose iibergefiihrt wird, so wird natiirlich bei cer 
Berechnung des nach Pfliiger isolierten Glykogens als Glucose das 
Hefegummi stets als Glykogen mitbestimmt, so daB die Methork 
falsche Werte ergeben muB. Salkowski hat daher sicher Recht, wenn 
er die fiir die Hefe adaptierte Pfliigersche Glykogenbestimmung ohn 
Beseitigung des Hefegummis fiir unbrauchbar erklart. — DaB von den 
Autoren das Hefegummi gar nicht beriicksichtigt wurde, ist eigentlich 
um so auffallender, als alle Forscher, die sich friiher bemiiht hatten, 
ein chemisch reines Glykogen aus der Hefe darzustellen, stets die Not- 
wendigkeit der Entfernung des Hefegummis und die Schwierigkeiten 
betont haben, die seine restlose Beseitigung verursacht (z. B. Cremer, 
Clautriau, Harden und Young). 

Salkowski hat sich nun in orientierenden Versuchen bemiiht, die 
Glykogenbestimmung dadurch ausfiihrbar zu gestalten, daB er das 
Hefegummi aus der das Gummi und das Glykogen enthaltenden Lésung 
des mittels Alkohol gewonnenen Niederschlages durch Fehlingsch¢ 
Lésung + Natronlauge in der Hitze zur Abscheidung brachte — ein 
schon friiher von ihm selbst angegebenes Verfahren — und in dem 
Filtrat von der Gummikupferverbindung nach Ansiuern mit Salz- 
siure und Entfernung des Kupfers durch H,S das Glykogen durch 


1) Pfliiger, Pfliigers Arch. 108, 169, 1904. 

2) Schénfeld und Krampf, Wochenschr. f. Brauer. 28, 157, 1911. 

8) Schénfeld und Kiinzel, ebendaselbst 31, 9, 1914. 

*) Euler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 82, 337, 1914. 

5) Kullberg, ebendaselbst 92, 75, 1914. 

*) Salkowski, Du Bois-Reymonds Arch. f. Phys., 8. 455, 1890; Ber. 
27, 501, 1894; Zeitschr. f. physiol. Chem. 31, 309, 1900/1901; 54, 403. 
1907/1908; 69, 470, 1910; s. a. Meigen und Spreng, ebendaselbst 55, 45, 
1908; v. Euler und Fodor, ebendaselbst 72, 338, 1911. 

7) Salkowski, Zeitschr. f. physiol. Chem. 92, 75, 1914. 





mal 
Not 
sch 
der 
die 

dak 
Ery 
eXis 
gek 
daf. 
Tie 


Pp das 
thode 
wenn 
ohne 
n den 
ntlich 
atten, 
_ Not- 
<eiten 
remery, 


t, cle 
r das 
Osung 
g sche 
— ein 
1 dem 
Salz- 
durch 


Hefeglykogen. 489 


|.rhitzen mit Salzsiure in Traubenzucker verwandelte. Salkowski hat 
j doch diese Versuche wieder abgebrochen; denn er zog aus seinen 
weiteren Untersuchungen den SchluB, daB auch nach Beseitigung 
des Hefegummis die Glykogenbestimmung in der Hefe unmédglich ist, 
weil bei der Behandlung der Hefe mit heiBer Kalilauge sich aus der 
Zellmembran Erythrocellulose abspalten soll, die sich ganz so wie das 
Glykogen verhalt und daher bei der Ermittelung des Glykogens mitbe- 
stimmt wird. Wie kompliziert die Verhaltnisse liegen, kann man Salkowskis 
eigenen Ausfiihrungen entnehmen, auf Grund deren er die Existenz 
eines wahren Hefeglykogens in Zweifel gezogen hat. Salkowski') schreibt : 

,,Gibt es tiberhaupt ein Hefeglykogen ? oder ist der Kérper, den 
man dafiir halt, nur ein in Lésung befindlicher Anteil der Zellmembran ? 
Noch hat niemand einen gummifreien K6rper isoliert, der andere Eigen- 
schaften hatte als der von mir beschriebene glykogenihnliche, aus 
der Hefecellulose abstammende. Schon in meiner Mitteilung iiber 
die Kohlehydrate der Hefe vor 20 Jahren sagte ich: Es ist wohl méglich, 
daB dasselbe (namlich der die Jodreaktion gebende Kérper, den ich 
Erythrocellulose genannt habe) in der Hefezelle in geléster Form 
existiert, sei es als Vorstufe bei der Bildung von Cellulose, sei es um- 
gekehrt als Umwandlungsprodukt. Es ist auch nicht ausgeschlossen, 
daB dieser Koérper eine ahnliche Funktion hat wie das Glykogen im 
Tierkérper. — Ich bin noch heute dieser Ansicht. Ob man nun diesen 
Koérper Glykogen nennt — oder Hefeglykogen, um einen gewissen 
Unterschied von dem Glykogen des Tierkérpers zuzulassen — oder 
geléste Erythrocellulose oder Erythrodextrin, ist im Grunde gleich- 
giltig, jedenfalls ist es nicht méglich, Glykogen zu isolieren, ohne diesen 
K6érper mitzuerhalten, und es gibt keine Grenze zwischen ihm und dem 
Glykogen, wenn dieses existiert, bei der quantitativen Bestimmung.” 

Und Salkowski schlieBt seine mehrfach zitierte Arbeit mit den Worten : 
Ich sehe also keinen Grund, einen noch unbekannten, von niemand tat- 
siichlich dargestellten, nur supponierten Korper in der Hefe anzunehmen.”* 

Mit diesen Anschauungen und namentlich mit dem letzten Satze 
stehen nun die Ergebnisse von Harden und Young?) nicht im Einklang. 
Diese Forscher haben ein absolut reines, stickstoff- und aschefreies 
Glykogen aus der Hefe dargestellt, das sich in allen seinen Eigenschaften 
als echtes Glykogen charakterisierte und, verglichen mit dem Glykogen 
der Kaninchenleber und der Auster, sich nicht nur durch die Elementar- 
analyse, sondern vor allem auch durch die Feststellung der spezifischen 
Drehung (a#p = 198,3°) als identisch mit dem tierischen Glykogen 
erwies. Selbst ein so kritischer und in der Glykogenfrage doch gewib 


1) Salkowski, Zeitschr. f. physiol. Chem. 92, 86 u. 88, 1914. 
2) Harden und Young, |. e. 


32* 
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kompetenter Beurteiler wie Pfliiger!) halt den Beweis fir gelief 
da Harden und Young chemisch reines Glykogen aus der Hefe isoli: 
haben, und daB dieses Glykogen derselbe Kérper ist wie der von 
tierischem Ursprung. 

SchlieBlich geht aus den Ausfiihrungen Salkowskis hervor, da} 
Salkowski fiir seine Erythrocellulose jedenfalls eine sehr nahe chemisclic 
Verwandtschaft mit dem Glykogen und auch eine dhnliche biologisci: 
Funktion annimmt. Man kann daher, sofern man die Frage 
nach der vélligen Identitaét der beiden Kérper offen laBt, das Ver- 
fahren der Glykogenbestimmung ohne Bedenken anwenden, wenn man 
nur das chemisch wie biologisch abweichende Gummi abtrennt. Und 
dies ist um so wichtiger, da das Hefegummi nach den Feststellungen 
von Oshima) auch ein Methylpentosan einschlieBt. Dahingestellt mut} 
dagegen bleiben, ob das 6fter vermutete und von Meisenheimer*) 
schlieBlich aufgefundene, Glucosamin liefernde stickstoffhaltige Poly- 
saccharid der Hefe bei der iiblichen Ausfiihrung der Glykogen- 
bestimmung stets ausgeschlossen wird. Jedoch diirfte dieser Punkt von 
untergeordneter Bedeutung sein, da die Menge dieses stickstoffhaltigen 
Zuckers nur gering ist. Uberdies lieBe sich ein bei der reduktions- 
analytischen Bestimmung des verzuckerten Glykogens sich unter Um- 
stainden einschleichender, vom Glucosamin herrithrender Fehler durch 
einfache Bestimmung des girfaihigen Zuckers ausschlieBen. 

Ich habe nun das Verfahren von Schénfeld und Krampf sowie 
Schonfeld und Kiinzel (die bis auf unwesentliche Unterschiede ganz 
identisch sind) in der Weise abgeindert, daB ich zwecks Ent- 
fernung des Hefegummis, so wie dies Harden und Young bei 
der Reindarstellung des Glykogens getan haben, die wiisserige 
Lésung des durch Alkohol erhaltenen Niederschlages mit Ammonium- 
sulfat in Substanz siattigte, wodurch das Glykogen sich quantitati, 
abscheidet, wihrend das Hefegummi in Lésung bleibt. Wiahrend bei 
der Reindarstellung des Glykogens das so niedergeschlagene, von 
Hefegummi freie Glykogen in Wasser gelést und die Lésung dann 
dialysiert werden muB, bis sie frei ist von (NH,),SO,, sowie schlieBlich 
das Glykogen wieder mit Alkohol gefallt und durch wiederholtes Lésen 
in Wasser und Ausfillen mit Alkohol weiter gereinigt wird, geniigt es 
bei der quantitativen Analyse, bei der ja das erhaltene Glykogen nicht 
stickstoff- und aschefrei zu sein braucht, da es durch Hydrolyse in 
Zucker iibergefiihrt wird, den nach der Sattigung mit Ammonsulfat 
erhaltenen Niederschlag mit gesattigter Ammonsulfatlésung quantitati, 


1) Pfliiger, Das Glykogen, 2. Aufl., 8. 134 u. 171, Bonn 1905. 
2) Oshima, Zeitschr. f. physiol. Chem. 36, 42, 1902. 
3) Meisenheimer, ebendaselbst 104, 234, 1919. 
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aif das Filter zu bringen und nachzuwaschen, das so dargestellte 
Glykogen in Wasser zu lésen und die Lésung direkt mit Salzsiure zu 
hydrolysieren. Da natiirlich stets Spuren Ammonsulfat in der Lésung 
zugegen sind, wird die Zuckerbestimmung am besten nach der Kupfer- 
sulfat-Ammoniakmethode von Pavy-Kumagawa-Suto vorgenommen, 
weil diese auch bei Gegenwart von Ammonsalzen exakte Resultate 
liefert. Die Ausfiihrung der Bestimmung gestaltet sich demnach 
folgendermaBen : 

10 g Hefe werden 3 Stunden lang in einem Kélbchen mit 30 cem 
60 proz. Kalilauge im siedenden Wasserbade (in dieses versenkt) erhitzt. 
wobei darauf zu achten ist, dab, sobald die Fliissigkeit sich nicht mehr 
durch die Erwairmung ausdehnt, die Offnung des Kélbchens mit einem 
Gummistépsel verschlossen wird. Nach dem Abkiihlen wird der Kolben- 
inhalt mit 50 cem Wasser quantitativ in ein entsprechend groBes Becher- 
glas tibergespiilt und 200 ccm 96proz. Alkohol') hinBugegossen. Je 
linger man den Glykogenniederschlag stehen la8t, um so besser setzt 
er sich ab, so daB die dariiberstehende Fliissigkeit bequem abdekantiert 
werden kann. Man wartet daher am besten bis zum nichsten Tage, 
kann nun entweder das Glykogen absaugen oder, wenn es fest am 
Glase haftet, die Fliissigkeit abgieBen, eventuell durch ein kleines 
Filter filtrieren, wobei man zweckmiBig nur wenig von dem Nieder- 
schlage auf das Filter zu bringen trachtet. Das Glykogen wird nun 
zweimal mit 60proz. Alkohol!), je zweimal mit absolutem Alkohol 
und Ather gewaschen und das trockene Pulver in heiBem Wasser gelést, 
filtriert, quantitativ nachgewaschen, und die Lésung sodann durch 
tropfenweises ZuflieBen von Salzsiure aus einer Biirette genau neutra- 
lisiert. Nun wird feingepulvertes Ammonsulfat bis zur Siattigung hinzu- 
gesetzt, wobei ein erheblicherer Uberschu8 zu vermeiden ist, also so 
lange, bis sich ein ganz geringer Teil nach mehrmaligem Schiitteln und 
einigem Stehen nicht mehr lést. Man laBt mindestens 10 Stunden, am 
besten tiber Nacht, stehen. Das abgeschiedene Glykogen wird abfiltriert, 
mit gesattigter Ammonsulfatlésung quantitativ auf das Filter gebracht, 
nachgewaschen und in heifem Wasser gelést. Die Lésung wird auf 
ein bestimmtes Volumen gebracht und vom Filtrat ein aliquoter Teil 
mit Salzsiure vom spezifischen Gewicht 1,19 versetzt (und zwar 5 cem 
fir je 100 ccm Fliissigkeit, so da der Gehalt 2,2°/ betrigt) und 
3 Stunden im siedenden Wasserbade erhitzt. Noch einfacher kann 
man so verfahren, daB man das Glykogen auf dem Filter lést, die 
Lésung direkt in den MefSkolben flieBen 1aBt und so viel Salzsiiure 
von 1,19 hinzusetzt, wie die schlieBlich im aufgefiillten Kolben ent- 
haltene Fliissigkeitsmenge erfordert (z. B. 10 cem bei einem 200-cem- 


1) Gewichtsprozent. 
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MeBkolben), quantitativ nachspilt, bis zur Marke auffillt und d 
Kolben ins Wasserbad versenkt. Nach der Hydrolyse wird abgekiih':, 
mit Kalilauge neutralisiert, mit Wasser auf das urspriingliche Volum 
nachgefiillt und der Zucker nach. Pavy-Kumagawa-Suto ermittelt. 

Mit diesem Verfahren habe ich bei verschiedenen Hefen dei 
Glykogengehalt bestimmt und ihn mit dem nach der gleichen Metho« 
ohne Eliminierung des Hefegummis erhaltenen Wert verglichen. 7) 
diesem Zwecke wurden 10 g Hefe in der angegebenen Weise verarbeite. 
das dargestellte ,,Glykogen“ in Wasser gelést, die Lésung neutralisier 
auf ein Volumen von 200 cem gebracht und nun 100 cem ohne Ammon- 
sulfat verarbeitet, die andere Hiilfte hingegen mit (NH,),SO, gesittiv’ 
und wie beschrieben weiter behandelt. 

Das Ergebnis ist in der folgenden Tabelle zusammengestellt. 





@ Glykogenwert ohne Entfernung des Glykogenwert nach Entfernung des 
|| Gummis in g als Glucose berechnet Gummis in g als Glucose berechne: 
Heferasse | ee xe Ge é OF Sey 
in Cor eet | in 10g Hobe _ || Set vemebelter| i 106 Hele 


Langemeyer . 0,356 0,712 0,187 0,374 
Hameln ... 0,238 0,476 0,180 0,360 
Langemeyer . 0,375 0,750 0,190 0,380 
Sinner-Massow 0,412 0,824 0,288 0,576 
Patzenhofer . 0,180 0,360 0,127 0,254 


Diese vergleichenden Ergebnisse zeigen die grofe Differenz der 
ilykogenwerte, die man erhalt, je nachdem man das Hefegummi entferni 
oder nicht. Wenn, wie z. B. im ersten Versuche, von 0,712 g in 10g 
Hefe nach der alten Methode gefundenem Glykogen nur 0,374 g wirk- 
liches Glykogen sind, d. h. nur 52,5%, in den anderen Versuchen 5\) 
bis 75%, so beweist dies, daB die Glykogenbestimmung in der Hej: 
ohne Beseitigung des Hefegummis tatsdchlich unbrauchbar ist, weil sie 
viel zu hohe Werte liefert. Bei den von mir untersuchten Hefen wiirde 
der Glykogengehalt!) ohne Beriicksichtigung des Gummis berechnet, 
zwischen 3,6 und 8,2% schwanken, wahrend er de facto nur 2,5 bis 
5,7 % betriigt; der Gehalt an Hefegummi variiert zwischen 1 und 3,7 °.,. 
betrigt mithin im Durchschnitt 2,35°; diese Zahl stimmt mit der 
schon frither von Salkowski!) angegebenen von 2°, iiberein, die au! 
ganz anderem Wege, nimlich durch Bestimmung des Gummis als 
komplexe Kupferverbindung ermittelt war. 

Der Gehalt der Hefe an Gummi ist also sicherlich unterschatzt 
worden, so daB alle fiir den Glykogengehalt der Hefe angegebenen 
Zahlen zu hoch sind und einer Revision bediirfen. Da iiber die Be- 


1) Die Zahlen beziehen sich auf normal abgepreBte Hefe, nicht auf dic 
Trockensubstanz. 
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jeutung des Hefegummis fiir die Stoffwechselvorginge in der Hefe 
bisher nichts Sicheres bekannt ist, und da es héchst unwahrscheinlich 
ist. daB es etwa die gleiche Funktion wie das Glykogen hat, da man 
fernerhin nicht annehmen kan, daB beim Ablauf der Lebensprozesse 
in der Hefe unter verschiedenen Bedingungen Glykogen und Hefe- 
gummi unbedingt in gleichem Sinne beeinfluBt werden, so haben auch 
die Untersuchungen iiber Verdnderungen des Glykogengehaltes der Hefe 
nur dann einen Wert, wenn die Glykogenanalysen nach Enifernung des 
‘fummis ausgefiihrt sind. 


Il. 

Seit langerer Zeit mit Studien tiber den Wirkungsmechanismus 
ler Karlsbader Quellen auf den Kohlehydratumsatz beschaftigt, habe 
ich!) im vorigen Jahre zeigen kénnen, daB Karlsbader Wasser und 
besonders Karlsbader Salz eine Abartung der Zuckerzersetzung bei 
der alkoholischen Garung herbeifiihren, indem der Zucker nach der 
sogenannten dritten Vergarungsform Neubergs*) zerfallt, die durch stark 
verminderten Alkoholertrag und erheblich gesteigerte Glycerin- und 
Essigsiure- Produktion charakterisiert ist. 

Griiss*) hat bekanntlich die Hypothese geauBert, daB der Zucker, 
bevor er von der Hefe vergoren wird, die Glykogenstufe durchlauft. 
Versuche von v. Euler*) iiber diesen Gegenstand haben keine definitive 
Entscheidung gebracht. Die Frage ist jedoch Veranlassung fir mich 
gewesen, die Priifung der Glykogenbildung in der Hefe unter dem 
KinfluB von Alkalien, Karlsbader Salz und Karlsbader Wasser schon 
gelegentlich meiner vorjahrigen Untersuchungen in Erwagung zu 
niedhen. Denn es erschien nicht ausgeschlossen, daB, genau wie die 
Zuckerspaltung, auch der Glykogenstoffwechsel unter kiinstlich ver- 
anderten Bedingungen, nimlich in alkalischem Milieu, anders wie bei 
der normalen Garung ablaufen wiirde. Vorher muBte jedoch fest- 
gestellt werden, ob der Glykogenbestand der Hefe sich unter dem Ein- 
flu8 von Alkalien verindern wiirde. Ich habe deshalb einige Versuche 
in der Weise angestellt, daB ich 10 g Hefe in 30 cem Wasser bzw. 30 ccm 
einer ™/, NaHCO,-Lésung oder in 30 com Wasser mit 2,34g Karlsbader 
Salz (so viel, daB dessen Gehalt an NaHCO, ?/,;m in der Lésung war) 
in einem Kélbchen 6 Stunden lang im Brutschrank stehen lieB und 
dann das Glykogen nach der von v. Euler empfohlenen Pifliigerschen 
Methode in der Modifikation von Schénfeld und Krampj bestimmte, 


1) P. Mayer, diese Zeitschr. 181, 1, 1922; Deutsch. med. Wochenschr. 
25, 1922. 

2) Neuberg und Hirsch, diese Zeitschr. 96, 192, 1919; 100, 304, 1919. 

3) Griiss, Zeitschr. f. d. ges. Brauer. 27, 1904. 

4) vw. Euler, diese Zeitschr. 89, 337, 1914. 
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ohne damals noch das Hefegummi zu entfernen. Wenngleich da wr 
die erhaltenen Glykogenwerte zweifellos zu hoch sind, so kann man 
der nachstehenden Tabelle doch wohl entnehmen, daB in den Alki/i. 
versuchen mit Natriumbicarbonat, Karlsbader Wasser und Karlsba:ley 
Salz keine Anderung des Glykogengehaltes gegeniiber den Kontrollversuc) :y 
mit Wasser eingetreten ist. 





— Brut Glykogen in y 
. *h Hefe Suspendiert in schranks als Dextros« 
tj aufenthalt berechnet 


10g Senst 30cem Wasser 6 Stdn. 0,750 
10g Senst 30cem m, NaHCO, 6 , 0,752 
10g Tebbenhaff 30 ccm Wasser 0,412 
10g Tebbenhaff 30cem m/, NaHCO, 0,409 


6 

Oh. 
10 eae XII v. Inst. 30cem Wasser 6 0,498 
10g) f. Gaérungsgew. 30ccm Karlsbader 6 0,498 
Mihlbrunn 


10 g| Rasse XII v. Inst. 30ccm Wasser 0,564 
10 g{ f. Garungsgew. 30ccm Wasser ae 0,560 
+ 2,34g Karlsb. Salz 


10g Senst 30cem Wasser hie” 0,603 
10g Senst 30cem Wasser Baths 0,597 
+ 2,34g Karlsb. Salz 

Die Frage schien daher fiir mich erledigt, so daB ich nun die er- 
waihnten Untersuchungen tiber die Glykogenbildung bei der alkoho. 
lischen Garung in alkalischem Medium in Angriff nehmen wollte, als 
eine Mitteilung von Elias und Weiss) erschien, die, von ganz anderen 
Gesichtspunkten ausgehend, Versuche iiber die Einwirkung von Alkali 
auf die Glykogenbildung in der Hefe angestellt hatten und zu entgegen- 
gesetzten Resultaten kommen. Dies veranlaBte mich, in diesem Winter 
zunachst diese Alkaliversuche wieder aufzunehmen, um, wenn méglich. 
die Ursachen fiir unsere abweichenden Ergebnisse aufzufinden und 
mich gleichzeitig mit dem Hefeglykogen selbst eingehender zu_be- 
schaftigen. So kam ich auch zu der im ersten Teil dieser Arbeit be- 
schriebenen Verbesserung der Glykogenbestimmungsmethode. 

Elias und Weiss haben ihre Versuche in der Weise vorgenommen. 
da8B sie in Zentrifugierréhrchen 1 g Hefe in 214 ccm Wasser bzw. in 
alkalischen Lésungen suspendierten, die Rohrchen 21% Stunden bei 
37° im Thermostaten belieBen und die Glykogenanalysen nach Piliigey 
ausfiihrten, indem sie, wie Parnas und Baer?) bei ihren Glykogen- 
bestimmungen in Schildkrétenlebern zuerst angegeben hatten, in 
demselben K6lbchen die AufschlieBung des Gewebes, die Fallung des 
Glykogens, die Auswaschung durch Dekantation und die Hydrolyse 


1) Hlias und Weiss, diese Zeitschr. 127, 1, 1922. 
2) Parnas und Baer, ebendaselbst 41, 387, 1912. 
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yornahmen. Der Zucker wurde nach Bertrand bestimmt. Auf diese 
\eise haben sie Serienversuche angestellt, bei denen sie als Alkali- 
zisatz Natronlauge (mit Ausnahme eines einzigen Versuches mit 
NagH PO, sind simtliche Versuche, die die Autoren in ihren Tabellen 
nitteilen, mit NaOH ausgefihrt) in abgestuften Konzentrationen von 
0/99 bis "/; verwendeten. Sie geben nun an, daB die Hefezellen in 
®/g9 bis ™/y9 Natronlauge suspendiert, sich mit Glykogen anreichern, 
daB die Glykogenzunahme mit der Alkalikonzentration steigt, und daB 
bei noch héheren Konzentrationen bis "/; zwar mehr Glykogen pro- 
duziert wird, aber zum Teil nicht mehr in der Zelle selbst liegen bleibt, 
sondern von dieser an die umgebende Fliissigkeit abgegeben wird. Zu 
dieser SchluBfolgerung sind sie dadurch gelangt, daB sie in einer Versuchs- 
reihe nicht nur Glykogenbestimmungen in Hefe + Fliissigkeit, sondern 
auch gesonderte Bestimmungen in der Hefe und in der von der Hefe 
abzentrifugierten Fliissigkeit ausgefiihrt haben. Fiir mich kamen 
nur die ersteren in Betracht, d. h. die Gesamtglykogenbestimmungen 
in Hefe + Fliissigkeit, da es mir ja nur auf die Entscheidung der 
grundsitzlichen Frage ankam, ob tatsiichlich das Alkali eine Steigerung 
der Glykogenbildung in der Hefe bewirkt. Da ich nun friher mit 
Natriumbicarbonat bzw. Karlsbader Salz gearbeitet hatte, so hiatten 
meine negativen Resultate durch die geringere Hydroxylionenkonzen- 
tration in meinen Ansitzen bedingt sein kénnen. Deshalb habe ich 
die Versuche mit Natronlauge wiederholt, obzwar mir dieses Mittel 
fiir die Untersuchung von Vorgiingen an lebenden Zellen von vorn- 
herein sehr wenig geeignet zu sein schien. Da ich natiirlich keine Reihen- 
versuche anzustellen brauchte, habe ich diejenigen Konzentrationen 
angewandt, bei denen Elias und Weiss den gréBten Glykogenzuwachs 
gefunden hatten, nimlich "/;, und ®/;, und habe nicht 1g Hefe, wie 
die Autoren, sondern 10 g verwendet, weil ja die Resultate mit dieser 
gréBeren Menge wesentlich genauer ausfallen muBten. Die einzelnen 
Proben wurden nicht, wie bei meinen friiheren Versuchen, 6 Stunden, 
sondern, so wie bei Elias und Weiss, nur 21%, Stunden im Thermo- 
staten belassen. Das Glykogen habe ich, um wirklich exakte Werte 
zu erhalten, nach der von mir oben beschriebenen Methode bestimmt. 
Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle wiedergegeben. 





Kontrollversuch Alkalikonzentration Alkalikonzentration 


| l 
|| mit Wasser n{10 n/5 
| 


Versuch Heferasse 
| 10g 


| Glykogen in g als Glucose berechnet 


Hameln ...... 0,233 0,235 
Langemeyer .... 0,291 0,290 
ee ee 0,163 _ 
tO a ae 0,284 ~- 
Hefe SchultheiB . . 0,106 — 
Backerhefe .... 0,368 0,368 
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Ks ist klar, daB von einer glykogenvermehrenden Wirkung der Natro, 
lauge in diesen Befunden keine Rede sein kann. 

Um aber einen etwaigen Einwand, die Versuche und die Glykogei. 
bestimmungen nicht in véllig gleicher Weise wie Elias und Weiss au.- 
gefiihrt zu haben, zu entkriaften, habe ich schlieBlich auch noch eine 
Reihe von Versuchen mit 1 g Hefe angestellt, die genau so wie vou 
den Autoren durchgefiihrt wurden, bei denen ich also auch das Glykogen 
in voller Absicht fehlerhaft ohne Beseitigung des Hefegummis be. 
stimmt habe. 





| Kontrollversuch Alkalikonzentration Alkalikonzentrativ: 
10 


Versuch Heferasse mit Wasser n| n|5 


} ~ ‘ ~ 
| lg Glykogen in g als Glucose berechnet 


Verbandshefe ... 0,0492 0,0520 — 

Tebbenhaff .... 0,0521 0,0520 0,0520 
Sinner 0,0687 0,0630 0,0585 
Hameln 0,0454 0,0460 0,0449 
Sinner 0,0682 == 0,0679 


Auch diese Zahlen zeigen, daB die Natronlauge in keiner Weise 
zu einer Steigerung der in dem so gewonnenen Rohglykogen vorliegenden 
Polysaccharide in der Hefe fiihrt. Denn die geringe Vermehrung in dem 
eimen Versuch 1 beweist natirlich gar nichts, und der minimale Zuwachs 
von 0,0454 auf 0,0460 in Versuch 4 fallt selbstredend durchaus in dic 
Fehlergrenzen. Da es immerhin denkbar schien, daB in den Versuchen 
von Elias und Weiss, die ja, wie alle anderen Autoren, die Glykogen- 
analysen ohne Beriicksichtigung des Hefegummis ausgefiihrt hatten. 
die glykogensteigernde Wirkung des Alkalis dadurch vorgetiuscht 
war, daB die Natronlauge einen Zuwachs des Gummis und nicht des 
eigentlichen Glykogens herbeigefiihrt hat, so sind die Befunde meiner 
letzten Versuchsreihe besonders wichtig, weil sie zeigen, daB diese 
Méglichkeit jene Differenz zwischen den Ergebnissen der Autoren und 
der meinigen zu erkliren ausscheidet. 

Worauf die divergierenden Resultate nun beruhen, vermag ich 
mit Sicherheit nicht zu entscheiden. Einen Punkt méchte ich jedoch 
noch betonen. Elias und Weiss haben auch die Beeinflussung des 
Hefeglykogens durch Sauren gepriift (Salzsiure) und behaupten auf 
Grund ihrer Untersuchungen, daB von einem bei steigender Saure- 
konzentration gleichsinnig zunehmenden oder abnehmenden Einflul} 
der Saéure auf den Glykogengehalt keine Rede sein kann. Aus den 
angefiihrten Zahlen (l.c. Tabelle 8.5) lieBe sich aber doch eine aus- 
gesprochene Wirkung der Salzsiure ableiten! Denn bei einer Kon- 
zentration von ®/;9 ist in fiimf Versuchen viermal eine Glykogen- 
steigerung bis 21,5°% und einmal eine Glykogenabnahme um 7,4°%, 
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anzegeben; und bei Einwirkung von "/; Salzsiiure findet sich in eben- 
falls fiimf Versuchen viermal eine Zunahme des Glykogens bis zu 21,3 % 
unl einmal ein Glykogenverlust von 6,5°, verzeichnet. Somit ist der 
angenommene Unterschied im Verhalten von Siure und Alkali auf 
die Glykogenie nach den Befunden der Autoren selbst nicht so be- 
deutend, da sie in den entsprechenden ("/;) und "/;) Alkaliversuchen 
im Mittel eine Zunahme von 32 und 39,3°% fanden, wobei noch zu 
beriicksichtigen ist, daB in beiden Versuchsreihen je ein Versuch mit 
einem Zuwachs von 74 und 75,8°% vollig aus dem Rahmen fillt, so 
dali bei Fortlassung desselben die Glykogensteigerung nur 24,8 bzw. 
33.2% betragen wiirde. Demgemdf berechtigen meines Erachtens — ganz 
abgesehen von meinen eigenen negativen Ergebnissen — die Daten der 
Autoren selbst keineswegs zu den von ithnen gezogenen weitgehenden 
SchluBfolgerungen. 








Studien iiber den Einflu6B des Glykokolls 
auf die Fermentwirkung eines Soja-Ureasepriaparates. 


Il. Mitteilung. 
Uber die Beziehungen zwischen Harnstoffkonzentration und Ureasewirkung 
und den Einflu8 des Glykokolls auf dieselben. 
Von 
Naosaburo Katé (Kanazawa, Japan). 
(Aus der biochemischen Abteilung des Stidtischen Krankenhauses 
,»Am Urban“ in Berlin.) 


(Eingegangen am 6. Februar 1923.) 


Die Verinderung der Wirkung der Soja-Urease beim Zusatz 
von Glykokoll scheint von groBer Wichtigkeit fiir die Ureaseforschung 
zu sein. Leider besitzen wir noch wenige Kenntnisse dariiber. Jacoby! 
hat im Jahre 1916 zuerst die Beobachtung gemacht, daB die Reaktion 
der Soja-Ureasewirkung durch Glykokollzusatz beschleunigt wird 
Aber diese Erscheinung gilt nicht fiir alle Faille, denn unter bestimmten 
Bedingungen zeigt der Glykokollzusatz keinen Einflu8 auf den Verlauf 
der Soja-Ureasewirkung, wie es Rona und Gyérgy?) gezeigt haben. 

Es fragt sich nun, unter welchen Umstinden der Glykokollzusaty 
auf die Ureasereaktion beschleunigend wirkt. Um diese Frage 2. 
klaren, hat Nakagawa*) Versuche in dieser Richtung angestellt und 
kommt auf Grund seiner Beobachtungen zu dem SchluB, daB Glykokol! 
nur dann beschleunigend auf die Reaktion wirken kann, wenn di 
Soja-Ureaselésung stark verdiinnt ist; er nimmt an, daB das Glykokoll 
nicht verstirkend auf die Reaktion wirkt, sondern nur die Soja-Urease 
vor Zersetzung schiitzt, welcher sie in verdiinntem Zustande unter- 
worfen ist. Man kann aber den Folgerungen Nakagawas nicht 
zustimmen, denn mit einer passenden Methode kann man nachweisen 
daB auch bei starken Ureaselésungen Glykokollzusatz beschleunigend 
auf die Reaktion wirken kann. 

Man mu annehmen, da die Wirkung des Glykokolls von ver. 
schiedenen Verhiltnissen abhangig ist, denn die verschiedenen Urease- 
praparate und Untersuchungsmethoden geben verschiedene Resultate 
Um genauer die Ursachen der Verschiedenheit der Ureasewirkung zu 
erforschen, habe ich Versuche angestellt, deren Resultate ich mitteilen 
moéchte. Herrn Dr. Pincussen méchte ich an dieser Stelle fiir sein 
Anregungen und seine Hilfe bestens danken. 

1) Jacoby und Umeda, diese Zeitschr. 68, 23— 47. 


2) Rona und Gyérgy, ebendaselbst 117, 115—133. 
8) Nakagawa, Tokio-Igaku-Kai-Zassi, 1921. 





h 
forsel 
verse! 
Mate 
yon ¢ 
und d 
siche} 
niemgé 
Ureas 
Verse 
betra 
groBt 
vieler 
weil | 
einer 
Riick 
zur | 
] 
liche 


j 


genal 
von . 
suchs 
reich 
benut 


usa tz 
chung 
roby} 
tion 
wird 
mten 
orlauf 
en. 
usatz 
re Zu 
und 
okoll 
n dic 
okoll 
rease 
nter- 
nicht 
sisen 


igend 


ver- 
ease - 
tate 
ig zu 
eilen 
sein: 


N. Kato: Einflu8 des Glykokolls auf die Fermentwirkung usw. 499 


Meiner Meinung nach liegt die Hauptschwierigkeit der Urease- 
forschung darin, daB die Fermentwirkung der Soja-Urease sehr stark 
verschieden ist, denn zwei Soja-Ureasepriparate, aus dem gleichen 
Material, unter den gleichen Bedingungen, nach den gleichen Methoder 
von denselben Hinden hergestellt, zeigen bei Versuchen gleicher Art 
und Ausfiihrung verschiedene Fermentwirkungen. Diese Tatsache ist 
sicher von jedem Ureaseforscher beobachtet worden, doch hat noch 
niemand dariiber etwas mitgeteilt. Es wird meistens nur mit einem 
Ureasepraparat gearbeitet, um diese Schwierigkeit zu vermeiden; die 
Verschiedenheit der Wirkung wird als eine Eigenschaft des Ferments 
betrachtet.  Wahrscheinlich sind diese Unstimmigkeiten aber zum 
groBten Teil durch Verunreinigungen bedingt. 

Weiter méchte ich die Allgemeingiiltigkeit der verschiedenen, von 
vielen Forschern erhaltenen Resultate aus dem Grunde in Frage stellen, 
weil meist nur mit einer bestimmten Menge des Ureasepriparates und 
einer ebenfalls bestimmten Menge von Harnstoff gearbeitet wird, ohne 
Riicksichtnahme auf die quantitativen Beziehungen der Ureasemenge 
zur Harnstoffmenge usw. 

Ich will hier an Hand einiger Beispiele zeigen, wie sich hier erheb- 
liche Schwierigkeiten ergeben. 

Als erstes Beispiel bringe ich die Art der Vergleichung der so- 
genannten Starke zweier Soja-Ureasepraparate, die ich nach der Methode 
von Jacoby und Sugga!) hergestellt habe bei Anwendung einer Ver- 
suchsmethode, die Jacoby und seine Schiiler sehr oft bei ihren zahl- 
reichen Versuchen zwecks Vergleichung der Stiirke mehrerer Priiparate 
benutzt haben. Ich habe dabei folgende Resultate erhalten: 


Tabelle I. 





Menge des entstandenen Ammoniaks 
Menge der Urease 
Praparat A Praparat B 
mg mg mg 


3 3,0 3,9 

6 8,8 4.8 

9 24,5 17,6 
12 65,0 36,5 
15 - 86,0 62,0 
18 92,0 95,0 
21 102.0 113,0 
24 107,0 125,0 
27 119.0 136,0 
30 130,0 147,0 


Harnstoffmenge: 400 mg, Gesamtvolumen: 31 ccm, Temperatur: 35 
bis 37°C, Wirkungsdauer: 20 Stunden. Ohne Puffer. 


1) Jacoby und Sugga, diese Zeitschr. 69, 116—127. 
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Aus diesem Beispiel geht deutlich hervor, da es fehlerhaft 
auf Grund der z. B. mit 30mg Urease erhaltenen Resultate ai /u. 
nehmen, daB das Priparat A fermentativ starker wirkt als das | ))- 
parat B. Zuerst muB man die Qualitat der fermentativen Wirk ing 
beider Priparate bestimmen, denn es ist unméglich, die Starke quali. 
tativ verschiedener Wirkungen miteinander zu vergleichen. 

Als zweites Beispiel kann uns die Bestimmung des Einflusses 
von Zink auf die Ureasewirkung dienen und ferner der EinfluB yop 
#lykokoll auf die Fermentwirkung der Urease, die mit Zink behan«elt 
wurde, um zu zeigen, wie die Ergebnisse der Versuche solcher Ar 
von den Versuchsbedingungen abhangig sind. 

Zu 50 ccm einer 0,3proz. Soja-Ureaselésung fiigt man 2g Zink. 
pulver zu. Man lat das Gemisch im Eisschranke 20 Stunden stehen 
nachdem wird zentrifugiert und die obere klare Schicht abfiltriert 
Die in solcher Weise erhaltene Fliissigkeit wird auf ihre Ferment. 


wirkung gepriift. Als Kontrolle dient eine in gleicher Art hergestellte 


Flissigkeit, die nicht mit Zink vorbehandelt wird. Mit diesen Fliissig. 
keiten habe ich ein und denselben Versuch nach drei verschiedenet 
Methoden ausgefiihrt. 


Tabelle II. 
A. Nach der Methode 1: 





Menge des entstandenen Ammoniaks 


mit 20 mg 
Glykokoll 


mg mg 


Versuchsmaterial ohne Glykokoll 


Urease, die mit Zink behandelt wurde . 44 68,0 
Urease, die mit Zink nicht behandelt wurde 113.0 114.0 


Menge der zu untersuchenden Lésung: 10cem, Gesamtvolumen: 31 ccm, 


Temperatur: 35 bis 37°C., Wirkungsdauer: 20 Stunden, Harnstoffmeny 
400 mg. Ohne Puffer. 


B. Nach der Methode 2: 





Menge des entstandenen Ammoniaks 


Versuchsmaterial ohne Glykokoll ot ame 
; Glykokoll 


mg mg 


| 


Urease, die mit Zink behandelt wurde . 0,37 1,09 
Urease, die mit Zink nicht behandelt wurde 1,40 1,79 


Menge der zu untersuchenden Lésung: 1 cem, Harnstoffmenge: 60 mg, 
Gesamtvolumen: 5 cem, Temperatur: 45° C., Wirkungsdauer: 144 Stunden, 


Puffer: Phosphatgemisch. 
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C. Nach der Methode 3: 





Menge des entstandenen Ammoniaks 


Versuchsmaterial ohne Glykokoll mit 20 mg 
’ Glykokoll 
mg mg 


Urease, die mit Zink behandelt wurde . 0,55 0,85 
Urease, die mit Zink nicht behandelt wurde 1,36 1,66 


Menge der zu untersuchenden Lésung: 1 cem, Harnstoffmenge: 3 mg, 
Gesamtvolumen: 5 cem, Temperatur: 45°C, Wirkungsdauer: 11% Stunden, 
Puffer: Phosphatgemisch. 

Die Resultate, die man nach der Methode 1 bekommt, nach welcher 
Jacoby seine Versuche gleichfalls ausgefiihrt hat, geben ebenfalls gleiche 
Resultate wie bei Jacoby, auf Grund derer er seine ,,Kiinstliche Zymo- 
gentheorie“ aufgebaut hat). Aber die gleichen Versuche, unter anderen 
Versuchsbedingungen ausgefiihrt, geben ganz abweichende Resultate. 

Aus diesem Beispiel geht deutlich hervor, wie schwer es ist, auf 
Grund einiger Versuche nach einer Untersuchungsmethode eine Theorie 
der Soja-Ureasewirkung aufzustellen, da bei anderen Versuchsbedin- 
gungen derselbe Versuch ganz andere Resultate ergeben kann. 

Um die oben angefiihrten Unsicherheiten bei der Soja-Urease- 
untersuchung zu vermeiden, habe ich zunichst bei meinen Versuchen 
ein bestimmtes Ureasepriparat benutzt und eine bestimmte Priifungs- 
methode angewendet, um damit die verschiedenen Erscheinungen, 
die das Ureasepriiparat bei verschiedenen Urease-Harnstoffverhaltnissen 
und Temperaturen wihrend der Reaktion aufweist, miteinander zu 
vergleichen und die Ursachen dieser Schwankungen zu ermitteln. 

Es ist mir gegliickt, einige solche Ursachen festzustellen und 
dadurch bei meinen weiteren Versuchen die Schwankungen der Re- 
sultate zu vermeiden. Dank dieser Untersuchungsart ist es mir ge- 
lungen, einige sichere Erscheinungen der Fermentwirkung der Soja- 
Urease festzustellen, die uns einige Aufklirung iiber das Wesen der- 
selben geben. 

Auf Grund meiner Versuche konnte ich feststellen, daB bei gleich- 
bleibender Ureasemenge verschiedene Harnstoffkonzentrationen ver- 
schiedene Reaktionsgeschwindigkeiten geben, und nur eine ganz be- 
stimmte Harnstoffkonzentration eine optimale Ureasewirkung gibt. 
Sind die Konzentrationen kleiner oder gré®er als diejenige, die uns 
die optimale Wirkung liefert, so ist die NH,-Bildung durch Urease- 
wirkung immer kleiner als bei ,,optimaler‘‘ Harnstoffkonzentration. 
Die letztere ist bei einem bestimmten Soja-Ureasepriiparat und fiir 
eine bestimmte Menge desselben eine konstante GréBe, die ich als 


1) Jacoby, diese Zeitschr. 104, 316; 128, 80. 
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Aquivalentharnstoffkonzentration (verkiirzt A. H.K.) des betreffenc oy 
Soja-Ureasepraparates bezeichne. 

Temperaturschwankungen und leichte Veriinderungen des \ +r. 
diinnungsgrades wihrend der Reaktion tiben keinen EinfluB auf i 
A. H.K. aus. 

Die Ammoniakmengen, die bei verschiedenen Harnstoffkonz:n- 
trationen entstehen, sind also bei ein und demselben Ureasepriiparat 
fiir ganz bestimmte Mengen desselben verschieden. 
gebildetesN H, bei irgend einer Harnstoffkonzentration 

gebildetes NH, bei der A. <x 
bezeichne ich als ,,Gradation“‘ der Ureasewirkung fiir diese Harnsto/f- 
konzentration. Diese Beziehung stellt ein zweites Charakteristikum 
der Urease dar. 

Die Gradation wird, im Gegensatz zu der A. H. K., von der Tem. 
peratur beeinfluBt. 

Die Qualitit der Gradation bezeichne ich, je nach der Verainderung 
durch die Temperatur (Zunahme oder Abnahme), durch ,,hoch“ oder 
, niedrig*, 

Uber die Beziehungen der Harnstoffkonzentration zu der Reak- 
tionsgeschwindigkeit der Ureasewirkung laBt sich also zusammenfassend 
folgendes sagen: 

Eine bestimmte Menge eines bestimmten Soja-Ureasepriparates 
hat eine ganz bestimmte Harnstoffkonzentration, die eine optimale 
Reaktionsgeschwindigkeit aufweist, niamlich die Aquivalentharnstoff- 
konzentration, die bei Temperaturschwankungen wahrend der Reaktion 
und wechselnder Reaktionszeit stets optimal bleibt; auBerdem besitzt 
sie eine bestimmte ,,Gradation“ fiir die verschiedenen Harnstoff- 
konzentrationen, die von der Temperatur wihrend der Reaktion be- 
einfluBt wird, und zwar in zunehmendem Sinne durch Erhéhung der 
Temperatur und VergréBerung der Reaktionszeit. 

Untersuchungen iiber die GréBe der A. H. K. bei verschiedenen 
Mengen ein und desselben Ureasepraparates haben ergeben, daB die 
A. H.K. bei groBen Mengen gréBer ist als die A. H.K. bei Kleinen 
Mengen. Ferner ergibt sich, daB8 die A. H.K. bei gleichen Mengen, 
aber verschiedenen Priparaten, obwohl nach gleicher Methode her- 
gestellt, verschieden sind. 

Als Beispiel diene Tabelle III, welche die unter sonst gleichen 
Verhiltnissen durch zwei Priiparate entstandenen N H,-Mengen zeigt. 

Aus diesem Versuche kann man die A. H. K. und die Ammoniak- 
menge bei der betreffenden A. H. K. bestimmen, und zwar ergibt sich: 

Fiir 5 mg des Ureasepraiparates A und Priaparat B 

Die AcE. «ns & 0.0.0... Ce 19m etwa 6 mg 

Die betreffende Ammoniak- 

menge bei A.H. K.. . . etwa 2,15 mg etwa 2,02 mg 


Das Verhiltnis 
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Tabelle III. 





Menge Menge Menge des entstandenen Ammoniaks 


jes Harnstoff Jer Urease 
7 5 aaa 43 — Praparat A Praparat B 


mg mg rg mg 


1,98 1,96 
2,12 2,02 
2,15 1,99 
2,02 1,94 
0,93 0,89 
0,44 0,51 
0,17 0,23 


3 
6 
12 
24 
48 
96 
192 


uw Or orci ot oi go 


~ 


Gesamtvolumen: 5 cem, Temperatur: 37° C, Wirkungsdauer: 2 Stunden, 
Puffer: Phosphatgemisch. 

Auch die ,,Gradationen* dieser zwei Ureasepriaparate sind ver- 
schieden, wie wir es aus folgendem Beispiel sehen kénnen. Von Prii- 
parat B wird eine etwas gréBere Menge (z. B. 6 mg) genommen, um 
mgefahr die gleiche Menge des Ammoniaks bei der A. H. K. zu er- 
halten, wie es das Praparat A bei 5 mg entwickelt, und der Versuch 
in gleicher Weise wie vorher wiederholt. (Die Methode und die Be- 
dingungen sind im experimentellen Teil angefihrt.) 

Man bekommt: 

Tabelle IV. 





Menge Menge des entstandenen Ammoniaks 


ee Priparat A Praparat B 

mg 5 mg 6 mg 

3 2,00 2,20 
6 2,10 2,20 
12 2,17 2,20 
24 2,00 2,12 
48 0,89 1,35 
96 0,44 0,94 
192 0,17 0,52 

Gesamtvolumen: 5 cem, Temperatur: 37° C, Wirkungsdauer: 2 Stunden, 
Puffer: Phosphatgemisch. 

Wie aus dem Resultat hervorgeht, ist die Gradation des Pri- 
parates A bei jeder Harnstoffkonzentration niedriger als die des Prii- 
parates B. 

Endlich ist auch die Menge des entwickelten Ammoniaks bei der 
A.H.K. eine Konstante des betreffenden Soja-Ureasepraparates, die 


ich als ,,Ammoniakmenge bei A. H. K.‘‘ bezeichne. 
Die drei Konstanten der Fermentwirkung des Soja-Ureasepripa- 
rates, namlich 
1. Aquivalentharnstoffkonzentration (A. H. K.), 
2. Gradation, 
3. Ammoniakmenge bei der A. H. K., 
Biochemische Zeitschrift Band 136. 
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sind Verainderungen unterworfen, die durch Schwankungen iui 
(Temperatur wahrend der Reaktion, Reaktionszeit usw.) und inn 
Bedingungen (Qualitét, Zusammensetzung usw.) hervorgerufen wer 
wie man es aus folgendem Beispiel sehen kann. 

Man 1laBt eine Soja-Ureaselésung lingere Zeit im  Eisschrai 
stehen und bestimmt dann die Konstanten; dabei zeigt sich, daf 
A.H.K. gréBer geworden ist, die betreffende Ammoniakmenge |i 
der A. H. K. geringer, nur die Gradation ist fast unverindert geblieb 
Wird durch Zusatz von primirem Kaliumphosphat (KH, PO,) 
Soja-Ureaselésung etwas sauer (py = etwa 5,5) und auf 45° in ein 
Wasserbade wihrend einiger Stunden erwirmt, so beobachtet mia: 
folgende Veriinderungen der drei Konstanten: Die A. H. K. steiv: 
die betreffende Ammoniakmenge bei der A. H. K. wird gréBer, ww 
die Gradation wird héher. 

Nun kommt die Frage, ob diese drei Konstanten in einem ¢o- 
wissen Zusammenhang untereinander stehen oder nicht. Am _ beste 
wird diese Frage gelést beim Studium der Glykokolleinwirkung 
die Reaktion der Soja-Urease. 

Uber den Einflu8 des Glykokolls auf die Fermentwirkung dei 
Soja-Urease in bezug auf die drei Konstanten konnte ich bei meine 
experimentellen Versuchen folgendes feststellen : 

1. Bei der Zugabe von kleinen Mengen des Glykokolls (zweifac| 
mehr als die Ureasemenge) und niedriger Temperatur (unter 35° C) steigt 
die A. H.K., d.h. die optimale Wirksamkeit liegt bei einer héhere 
Harnstoffkonzentration, die Ammoniakmenge bei der A. H. K. bleibt fas: 
konstant, und die Gradation wird bei gréBerer Harnstoffkonzentratic; 
als der der A. H. K. hoher, bei kleinerer bleibt sie unverindert. 

2. Wird die Temperatur beim gleichen Versuche wihrend «:: 
Reaktion hoch (etwa 45°) gehalten, steigt ebenfalls die A. H. K., dal» 
steigt auch die betreffende Ammoniakmenge, und die Gradation wir 
in der ganzen Ausdehnung hoher. 

3. Bei Zusatz von gréBeren Mengen von Glykokoll (zehnfache de 
Ureasemenge) und bei niedriger Temperatur steigt die A. H.K., di 
Ammoniakmenge bei der A. H. K. bleibt konstant, und die Gradatio 
wird oberhalb der A. H. K. hoher, unterhalb derselben niedriger. 

4. Wird die Temperatur bei gleicher Fermentwirkung — ho 
gehalten, so steigt die A. H. K., auch steigt die Ammoniakmenge | 
der A. H. K., und die Gradation wird in der ganzen Ausdehnung hohe: 

Dabei ist hier von groBer Wichtigkeit, die Tatsache festzustelle 
da8 die Zunahme der Ammoniakmenge unter der Einwirkung des 
Glykokolls unterhalb der A. H. K. begrenzt ist. D. h., wenn zu ei 
Ureaselésung Glykokoll zugesetzt wird, entwickelt dieselbe bei gleich« 
Harnstoffkonzentration mehr Ammoniak, als sie ohne Glykokollzusat: 
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bilden kann. Wird der gleiche Versuch wiederholt und dabei noch 
mehr Glykokoll als vorher hinzugefiigt, so beobachten wir, daB unter- 
halb der A. H. K. die Menge des entwickelten Ammoniaks im Vergleich 
zum ersten Versuch sich nicht vermehrt hat, dagegen oberhalb der 
\. H. K. bedeutend mehr zugenommen hat als beim friiheren Versuch. 

Also nach Zusatz von groben Mengen des Glykokolls zu der Soja- 
Ureaselésung wird die Fermentwirkung derselben bei jeder Harnstoff- 
konzentration nur bei hoher Temperatur verstirkt; falls die Tempe- 
ratur wihrend der Reaktion niedrig ist, kann man diese Verstarkung 
nur bei héherer Harnstoffkonzentration als der A. H. K. beobachten. 

Die Verstiirkung der Soja-Ureasewirkung durch Zusatz von Gly- 
kokoll ist bei kleineren Harnstoffkonzentrationen als der optimalen, 
also der A. H. K., begrenzt. Wenn die Menge des zugefiigten Glykokolls 
sroB genug ist, ist der Unterschied zwischen den Ammoniakmengen, 
die bei einer gleichen Harnstoffkonzentration (kleiner als die A. H. K.) 
bei einfacher Fermentwirkung und bei der durch Glykokollzusatz bis 
zur Grenze verstirkten Fermentwirkung entstanden sind, von der 
Menge des zugefiigten Glykokolls unabhangig. Er ist verschieden bei 
verschiedenen Soja-Ureasepriiparaten. Der Wert dieses Unterschiedes 
ist ebenfalls eine Konstante der Fermentwirkung eines bestimmten 
Soja-Ureasepriparates, die ich als ,,Verstdérkungsgrad durch Glykokoll- 
zusalz eines Ureasepriiparates bezeichne. 

Diese Konstante kann sich durch bestimmte Einwirkungen auf 
das Praparat, wie z. B. lingere Aufbewahrung usw., verindern. 

Die Hauptfrage ist nun: sind die hier von mir angefiihrten vier 
Konstanten der Fermentwirkung von Soja-Urease, nimlich 

1. die Aquivalentharnstoffkonzentration (A. H. K.), 
2. die Gradation, 
3. die Ammoniakmenge bei der A. H. K., 
4. der Verstiirkungsgrad durch Glykokollzusatz, 
abhangig voneinander und auf Grund welcher Gesetzmabigkeit 

Aus meinen Versuchen kann ich zurzeit keine ausreichende Ant- 
wort auf diese Frage geben; ich hoffe aber, in den weiteren Mitteilungen 
noch niher auf diese Frage einzugehen. 

Ich méchte jedoch schon jetzt als sehr wahrscheinlich annehmen, 
daB die Fermentwirkung des Soja-Ureasepriiparates nur in dem Falle 
als definiert zu betrachten ist, wenn alle vier Konstanten unverandert 
geblieben sind, und da®B die Bestimmung dieser vier Konstanten fiir 
die qualitative Bestimmung einer Soja-Ureasewirkung unentbehrlich ist. 

Die innere Natur dieser Erscheinungen afuzukliren, ist eine schwere, 
aber lohnende Aufgabe. 

Die von den meisten Autoren geteilte Anschauung, da} die Ferment- 


wirkung der Soja-Urease sich als eine einzige Reaktion zwischen der- 
33 * 
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selben und dem Harnstoff darstellt, fiihrt zu der weiteren Annahn 
daB die meisten Verinderungen der Fermentwirkung, die sich du 
Schwankungen der genannten Konstanten auBern, durch verinde: 
Bedingungen wihrend der Reaktion verursacht sind. Ich glaube jedo 
annehmen zu diirfen, da das Soja-Ureasepriparat im wesentlich: 
aus zwei Bestandteilen, deren quantitativen Verhiltnisse nicht konsta 
sind und aus bestimmten Griinden sich andern kénnen, besteht, uw 
daB die Verinderungen der Soja-Ureasewirkung, ebenfalls die wu 
gleichen Wirkungsarten verschiedener Priparate, direkt von den V 
inderungen der Zusammensetzung bzw. der Verschiedenheit des Vi 
haltnisses zwischen diesen Bestandteilen verursacht werden. 

Die folgenden Tatsachen, die ich, auBer den oben beschriebenc: 
bei meinen Untersuchungen beobachtet habe, sprechen fiir mei 
Auffassung. 

1. Die Ureasereaktion verstarkende Wirkung von Glykokoll e: 
reicht erst nach einiger Zeit ihren maximalen Punkt. 

2. Die GréBe der Verstirkung der Soja-Ureasewirkung durc|i 
Glykokoll ist von der Glykokollzusetzungszeit abhingig. LaBt man 
ein Gemisch bestimmter Menge Harnstoff und Glykokoll einige Zeit 
stehen, und fiigt dann dazu eine Menge des Soja-Ureasepriparates 
und mischt andererseits Harnstoff und Glykokoll zusammen, und fii! 
dazu, sofort nach der Mischung, eine bestimmte Menge des Praparates, 
so sind in diesen zwei Fallen die Fermentwirkungen verschieden, o}) 
gleich alle sonstigen Bedingungen ganz gleich sind, und zwar zeigt in 
ersten Falle das Priparat stiarkere Fermentwirkung als im zweiten Fall 

3. Durch Behandlung eines Soja-Ureasepriparates mit frisch g: 
filltem neutralen Calciumphosphat erhilt man zwei Teile, die sic 
voneinander in folgendem unterscheiden: Ein Bestandteil zeigt ein 
schwache Fermentwirkung, die durch Glykokollzusatz nicht verstark: 
werden kann, wirkt aber verstirkend auf die Fermentwirkung de- 
anderen Teiles. Der andere Teil besitzt ebenfalls eine schwache Ferment- 
wirkung, aber durch Zusatz von Glykokoll und, wie oben angefiihr' 
durch Zusatz des ersten Teiles wird seine Fermentwirkung bedeutend 
verstirkt. Beide Teile zusammengemischt, geben die Fermentwirkung 
eines unbehandelten Soja-Ureasepriparates. 

4. Wird eine Soja-Ureaselésung laingere Zeit im Eisschranke aut 
bewahrt, so zeigt sie bei jeder Harnstoffkonzentration, sogar nac}i 
Glykokollzusatz, keine Fermentwirkung, jedoch verstarkt sie di 
Fermentwirkung einer frisch hergestellten Lésung des gleichen, ebens« 
auch eines anderen Ureasepriparates, und die verstirkte Ferment 
wirkung ist dabei gleich derjenigen nach Glykokollzusatz. 

Auf Grund dieser Ergebnisse diirfte folgende Hypothese fiir di: 
Fermentwirkung des Soja-Ureasepraparates zu erwagen sein: in 
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raparat befinden sich als wesentlich zwei Hauptbestandteile, erstens 
das spaltende Ferment, die Soja-Urease, und zweitens eine noch un- 
bekannte Substanz, die imstande ist, mit dem Harnstoff Verbindungen 
einzugehen, und die ich in folgendem mit X bezeichnen will. Diese 
\Verbindung Harnstoff-X wird durch die Soja-Urease unter Abgabe 
yon Ammoniak und Kohlensiure zersetzt. Der fermentativ wirksame 
Teil des Priparates vermag ohne Gegenwart dieser unbekannten 
Substanz Harnstoff nicht zu zersetzen: er scheint sogar durch freien 
Harnstoff inaktiviert zu werden. 

Es handelt sich also bei der Wirkung der Ureasepriparate um zwei 
Reaktionen: erstens Reaktion zwischen Harnstoff und X, zweitens 
Reaktion dieser Verbindung mit der Soja-Urease. Bis zu einer ge- 
wissen Harnstoffkonzentration ist die GréBe der Fermentwirkung von 


dieser abhangig und wachst mit ihrer Zunahme. Ist die Harnstoff- 


konzentration zu groB, so ist infolge von Inaktivierung eines Teiles 
der Urease die Fermentwirkung vermindert. In charakteristischer 
Weise kann die Wirkung des normalerweise in den meisten Urease- 
priparaten vorhandenen unbekannten Stoffes X durch Glykokoll 
ersetzt werden. 

Ob noch andere Substanzen, welche bei der Herstellung der Urease- 
praparate diesen anhaften, bei der Verschiedenheit der Wirkung eine 
Rolle spielen, muf den Gegenstand weiterer Untersuchungen bilden. 
Ferner ist als auBerordentlich wesentlich die Frage zu priifen, woher 
das bei der Ureasereaktion entwickelte Ammoniak stammt, ob direkt 
aus dem Harnstoff, oder ob hierbei der unbekannte Stoff X bzw. das 
Glykokoll, das an seine Stelle treten kann, beteiligt ist. 

Es handelt sich also wahrscheinlich um zwei Reaktionen, deren 
erste eine Reaktion zwischen Harnstoff und der bisher unbekannten 
Substanz ist, wihrend in der zweiten Phase diese Verbindung mit 
der Soja-Urease reagiert. 


Experimenteller Teil. 

Die Soja-Ureasepriparate, die hier benutzt waren, sind nach der 
Methode von Jacoby-Sugga') hergestellt worden. Die Sojabohne wird 
zuerst in Pulverform gebracht, durch Petrolather entfettet, mit einer 
fiinffachen Wassermenge versetzt und fiir die Extraktion iiber Nacht 
bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Am nichsten Tage wird die 
oben stehende Filiissigkeit auf der Nutsche abgesaugt und das er- 
haltene Filtrat bei Zimmertemperatur im Faust-Heimschen Apparat 
durch den Luftstrom abgedunstet; die erhaltene Substanz wird im 
Exsikkator getrocknet und gepulvert. 


1) Jacoby und Sugga, diese Zeitschr. 69, 116—127. 
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Das in solcher Weise hergestellte Soja-Ureasepriparat besitzt ei 
hellbraune Farbe und ist in Wasser leicht léslich. Die Lésung dessellx 
ist opalisierend und von gelblicher Farbe. Die lproz. Lésung « 
Praparates zeigt bei der Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentrati: 
mit Hilfe der kolorimetrischen Methode py = 6,2 bis 6,4. 

Harnstoff und Glykokoll, die bei diesen Versuchen benutzt war 
sind von Kahlbaum, und die wisserigen Lésungen der beiden zeige: 
Pu 7,0 bis 7,2, ebenfalls mit der kolorimetrischen Methode bestimmt 

Als Puffer wird ein Phosphatgemisch benutzt und in folgende 
Weise hergestellt: 

Na,HPO, 11,8769 g auf 1 Liter CO,-freies Wasser; 
KH,PO, 9,0789g auf 1 Liter CO,-freies Wasser. 


Sieben Teile der Na,H PO,-Lésung und drei Teile der KH, PO, 
Lésung werden zusammen gemischt. Das Phosphatgemisch zeigt bei de: 


Wasserstoffionenkonzentrationsbestimmung mit Hilfe der kolori- 


metrischen Methode py = 7,2. 


Methodik. 


Das Untersuchungsmaterial wird in ein Reagenzglas aus Jenaer Glas, 
20cm lang und 2¢m weit, gebracht, und dieses in einem Wasserbad |} 
einer bestimmten Temperatur auf eine bestimmte Zeit eingestellt. Nac! 
Ablauf der gewiinschten Zeit wird das Reagenzglas aus dem Wasserba<| 
herausgenommen, und zum Inhalt werden drei Tropfen verdiinnter Schwefe! 
saure hinzugefiigt. Durch Zusatz der Schwefelsiure wird die weiter 
Fermentwirkung mit Sicherheit unterbrochen, wie ich es durch zahlreicl 
Experimente feststellen konnte. 

Die Bestimmung der entwickelten Ammoniakmenge erfolgt nach det 
Vorsechrift von Pincussen'). Vorgelegt wurde eine bestimmte Menge vor 
n/50 Schwefelsiure mit Zusatz von K JO. 

Die Destillation dauert unter starker Wirkung der Saugpumy 
15 Minuten. Nach Ablauf der Destillation wird die Schwefelsiure in de: 
Vorlage nach Zusatz von leem 5proz. Kaliumjodidlésung mit 
n/50 Natriumthiosulfatlésung titriert. Aus der dabei verbrauchten Schwefe!l- 
siuremenge wird die entsprechende Ammoniakmenge berechnet. 


I. Versuche zur Bestimmung der entstandenen Ammoniakmengen durch 
Fermentwirkung von gleichen Ureasemengen ein und desselben Soja-Urease 
priparates bei verschiedenen Harnstoffkonzentrationen, Temperaturen 
wiihrend der Reaktion und Reaktionszeiten. 
Mengenverhiltnisse : 
2ccem Phosphatgemisch, 1 cem Harnstofflésung (0,1 Mol bis 4,0 Mo! 
lecem Soja-Ureasepraparatlésung (0,5%, frisch hergestellt), 1 cem Wasse1 
2 Tropfen Toluol. 


1) Pincussen, Mikromethodik, Leipzig 1921. 
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Versuch 1. 
Tabelle V. 





Menge des entstandenen Ammoniaks 

Menge 
des Urease- 
praparates 


Menge Reaktionszeit 
des Harnstoffs 
1 Stunde 2 Stunden 4 Stunden 


mg mg mg mg mg 


3 0,29 0,61 
6 0,35 0,70 
12 0,36 0,73 
24 0,36 0,73 
48 0,36 0,71 
96 0,34 0,68 


nwnweo - 


— bo to oto 
© 


bo 


Temperatur: 16°C. Gesamtvolumen: 5ccem, pH am Anfang der 


PO, feaktion: 7,0. 
ei det : 
Versuch 2. 


Tabelle VI. 


olori- 





Menge des entstandenen Ammoniaks 


Menge 


dan Uennas Menge _ Reaktionszeit 
- des Harnstoffs 

Glas. — 1 Stunde 2 Stunden 4 Stunden 
d be mg mg mg mg mg 
Nach 
Soha 5 3 0,70 1,25 2,10 
wefel 5 6 0,75 1,54 2,30 
5 12 0,78 1,60 2,37 
wa 5 24 0,78 1,65 2.45 
reich 5 48 0,74 1,60 2,26 

5 96 0,66 1,09 1,64 
h ce l 
BP VO! Temperatur: 35°C, Gesamtvolumen: 5 ccm, Puffer: 2 ecm Phosphat- 
gemisch, py, am Anfang der Reaktion: 7,0. 

ulmi pe 
n de: Versuch 3. 

mit Tabelle VII. 
wefel- 





Menge des entstandenen Ammoniaks 

Menge 
des Urease- 
praparates 


Menge Reaktionszeit 
des Harnstoffs 
1 Stunde 2 Stunden 


mg mg mg mg 


durch 
rease 
ituren ‘ 3 


6 
12 
24 
Mo! F 48 


‘assel ; 96 


1,82 
1,96 
2,05 
2,10 
2.00 
1,67 


NON i We OO 
or bo 


St ot 
10 So 


— 


Temperatur: 45°C, Gesamtvolumen: 5 ccm, Puffer: 2 cem Phosphat- 
gemisch, py, am Anfang der Reaktion: 7,0. 
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Aus diesen drei Versuchen geht deutlich hervor, daB unter di: 
Bedingungen die optimale Ammoniakmenge, die durch die Ferm: Tat 
wirkung von gleichen Mengen des Soja-Ureasepriiparates entsteht. Ha 
einer bestimmten Harnstoffkonzentration, und zwar in diesem F So} 
bei etwa 24 mg Harnstoff erreicht wird, bei allen anderen Harnst. (| Me 
mengen ist die entwickelte Ammoniakmenge kleiner. bei 

Die Veranderung der Temperatur und der Reaktionszeit tibt keis, me 
Wirkung auf diese Verhiltnisse aus. 





Ii. Versuche zur Bestimmung der entstandenen Ammoniakmengen dur Vet 
Fermentwirkungen verschiedener Mengen ein und desselben Soja-Urea. = 
priparates, bei verschiedenen Harnstoffkonzentrationen, Temperatur, na 
und Reaktionszeiten. 
Mengenverhiltnisse : 
2cem Phosphatgemisch, 1 ccm Harnstofflésung (0,1 Mol bis 2,0 M. 
0,5 bis 2cem Ureasepraparatlésung (0,5%, frisch hergestellt). 1,5 
0 ccm Wasser, 2 Tropfen Toluol. 
Versuch 4. Tabelle VIII. 
Menge des entstandenen Ammoniaks 
Menge des Harnstoffs ' Menge des Ureasepraparates 
2,5 mg 5,0 mg 10,0 mg 
mg mg mg mg 
6 0,48 0,74 1,42 
12 0,46 0,77 1,49 Ve 
24 0,41 0,77 1,52 le 
36 0,38 0,77 1,52 Kir 
60 0,29 0.70 1,58 aul 
120 0,11 0,59 1,44 


Temperatur: 32°C, Wirkungsdauer: 1 Stunde, Gesamtvolumen: 5 cc: 
Puffer: 2cem Phosphatgemisch, p, am Anfang der Reaktion: 7,0. 


Versuch 5. Tabelle IX. 





Menge des entstandenen Ammoniaks 


Menge des Harnstoffs 


mg 


6 
12 
24 
36 
60 

120 


Temperatur: 47° C, Wirkungsdauer: 1 Stunde, Gesamtvolumen: 5 « 
Puffer: 2ccm Phosphatgemisch, p, am Anfang der Reaktion: 7,0. 


Menge des Ureasepraparates 


2,5 mg 


mg 


0,80 
0,76 
0,76 
0,64 
0,43 
0,15 


5,0 mg 


mg 


1,45 
1,49 
1,56 
1,56 
1,42 
0,92 


10,0 mg 


mg 


2,47 
2.65 
2,72 
2,77 
2.77 
2,60 
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Aus diesen zwei Versuchen geht hervor, daB die oben nachgewiesene 
Tatsache, daB eine optimale Ammoniakmenge nur bei einer bestimmten 
Harnstoffkonzentration erreicht wird, bei gleichen Mengen desselben 
Soja-Ureasepriparates Giiltigkeit hat, wogegen bei verschiedenen 
Mengen desselben auch die Harnstoffkonzentrationen verschieden sind, 
bei denen die Fermentwirkung des Priparates eine Maximalammoniak- 
menge entwickeln kann. 


Tabelle X. 


Vergleich der Maximalammoniakmengen, die durch fermentartige Ein 

wirkung verschiedener Mengen des gleichen Soja-Ureasepraparates auf 

verschiedene Mengen Harnstoff, bei einer bestimmten Temperatur und 
Reaktionszeit entstanden sind. 





2,5 mg 5,0 mg 10,0 mg 
Menge des Praparates 
mg mg mg 

A. Bei der Temperatur von 32°C. 

a pee ee ; 00 1,61 

Verhaltnisse zwischen den I 100 
Maximalammoniakmengen 1.00 ’ 
B. Bei der Temperatur von 47°C. 
1,00 1,96 
1.00 


Verhaltnisse zwischen den : 
Maximalammoniakmengen 1.00 


Tabelle XI. 
Vergleichung der Maximalammoniakmengen, die durch fermentative 
Einwirkung einer bestimmten Menge des gleichen Soja-Ureasepriaparates 
auf verschiedene Mengen Harnstoff, bei gleicher Reaktionszeit und ver- 
schiedenen Temperaturen entstanden sind. 





Bei der 
Temperatur 
0C mg mg mg 


25mg 50mg 100mg 
Menge des Praparates . 


Verhaltnisse zwischen den 32 100 1,00 1,00 
Maximalammoniakmengen 47 166 | 203 1,78 


Aus diesen Vergleichungen kénnen wir ersehen, dal 

1. die optimalen Ammoniakmengen, die durch Einwirkung von 
5mg und 10mg des Priparates bei der Temperatur von 32° 
und durch die von 2,5 und 5,0 mg bei 47° entstanden sind, 


proportional zu der benutzten Menge des Priaparates sind, 
wahrend in anderen Fallen kein solches Verhiltnis aufgewiesen 
wird ; 

. durch Erhéhung der Temperatur wihrend der Reaktion die 
fermentative Wirkung von 5,0 mg des Priparates starker be- 
einfluBt wird als die von 2,5 und 10,0 mg. 
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Ill. Versuche zur Bestimmung der entstandenen Ammoniakmengen dur} 5 

fermentative Wirkung verschiedener Mengen des gleichen Soja-Urea.: £ 

priparates, bei groBer Harnstoffkonzentration (Harnstoffmenge — 400 nic) bent 
und bei langen Reaktionszeiten (20 bzw. 40 Stunden). , 


Ausnahmsweise habe ich diese und einige andere Versuche, wo 
die Fermentwirkung bei groBer Harnstoffkonzentration oder bei lange 
teaktionszeit gepriift wird, nach der Methode, die Jacoby und sein 


Schiller angewendet haben, ausgefiihrt, und zwar in folgender Weis 


—= it tho toy Ge 


Die gebrauchten Lésungen werden in einen Erlenmeyerkolben in 
folgenden Mengen gebracht. 

Eine entsprechende Menge 0,3 proz. Soja-Ureasepraparatlésung, 0,5 c ler 
Olivenél, 0,3 cem Toluol, 20,0 cem 2 proz. Harnstofflésung. Puff 

Durch Wasserzusatz erginzt man das Gesamtvolumen bis 31 cc: . 

Der Kolben mit dieser Fliissigkeit wird durch einen Gummistopfe: 
der mit einem Ein- und Ausleitungsrohr versehen ist, verschlossen, und Ein- 
und Ausleitungsrohr werden durch Gummischliuche und Doppelkammern 
luftdicht abgeschlossen. Dann wird der Kolben fiir eine bestimmte Zeit 
im Brutschrank aufbewahrt. Nach Ablauf der Zeit wird der Kolben mit 
einem Dampfdestillationsapparate in Verbindung gebracht, und der Inhali 
des Kolbens wird waihrend 15 Minuten destilliert. Das Destillat wird vo 
einer bestimmten Menge n/10 Schwefelsiure aufgefangen. Die Schwefe! 
siure in der Vorlage wird, nachdem die Destillation beendet ist, n 
n/10 Natronlauge titriert, und daraus die Menge des entstandenen Amm« 


Inge 


niaks berechnet. 


Versuch 6. 
Tabelle XII. 
Die Resultate des Versuches 6. 





Menge des entstandenen Ammoniaks 


Menge j , n 
¥ bei der Reaktionszeit 


des 
Praparates . 
aE i 20 Stunden 43 Stunden 
mg | mg mg 


3 3.9 

6 47 

9 17,5 , 
12 36,8 4 
15 62.0 77, 
18 95,0 146,0 
21 113,0 165,0 
24 125.0 184.0 
27 136,0 191,0 
30 147,0 200,0 


Harnstoffmenge: 400 mg, Temperatur: 35 bis 37°C, Gesamtvolumen 
3leem. Ohne Puffer. 


Die Verhiltnisse zwischen den Mengen des benutzten Praparates uni 
den dabei entstandenen Ammoniakmengen, die aus den Resultaten d:- 
vorigen Versuches berechnet werden, sind folgende: gem: 





Dpten, 
1 Kin- 
mer 
» Zeit 
Mn mit 
Inhalt 
d vor 
wefe] 
» mit 


rire 
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Tabelle XIII. 





p Entstandene Ammoniak- A te Bee Entstandene Ammoniak- 
ze des raparat: menge, relative Zah| | Menge des Praparat- menge, relative Zahl 
u..ten menge, relas benutzten menge, rela« 

se Fe ’ . > » Fz . 
arates tive Zahl | 29 Stunden 43 Stunden | Praparates tive Zahl 29 Stunden 43 Stunden 


mg mg mg mg mg mg 


100,0 100,0 100,0 50,0 42.0 39.0 
90,0 92.5 95,0 y 40,0 25,0 18.4 
80,0 85,0 92,0 30.0 8.7 
70,0 78,0 82,5 j 20,0 3,2 2,4 
60,0 64,5 73.0 10,0 ' 





Die Resultate des Versuches 6 entsprechen genau den Resultaten 
ler Versuche 1 bis 5, und daraus geht hervor, daB die Wirkung des 


Puffers in diesem Gebiete fast keine Rolle spielt. 


IV. Versuche iiber den Einflu8 der Verdiinnung von Reaktionslésungen 
auf die entstandenen Ammoniakmengen bei einer bestimmten Menge des 
gleichen Soja-Ureasepriparates. 
Versuch 7. 
Bei diesem Versuche waren die benutzten Lésungen in folgender Weise 
ingesetzt: 





Nr. der | Menge des! Menge der Menge Menge der 
Unter: Phosphats | Harnstoff- _des Ureasepraparat- 
suchungss || gemisches losung Wassers lésung (0,5 ° 9) 


losung 
ccm com ccm ccm 


= 
— 
2. 


0.5 
0.5 
1,0 
1,0 
2,0 
2,0 


noe 


SO em 

bo bo bo bo Pe bo 
eet et et 
Oem DOD 
a 2S 


Tabelle XIV. 


Resultate: 





Menge des entstandenen Ammoniaks 
Menge 
Menge des 
; des Urease- 
Nr. || 2&5 Harn: 
Praparates —stoffs 


Reaktionszeit 


1 Stunde 2 Stunden 4 Stunden 
mg mg mg mg mg 


25 30 0.32 0.44 0.66 
5.0 60 0.76 .1,38 2,21 
10.0 120 1,60 2.80 4,25 
2.5 60 0.12 0,20 0,29 
5,0 120 0,46 0,83 1,33 
10,0 240 1,17 1.98 2.90 


DH DO OT 


~ 


Temperatur: 37°C, Gesamtvolumen: 5 cem, Puffer: 2 cem Phosphat 
gemisch, p, am Anfang der Reaktion: 7,0. 
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Tabelle XV. 


Verhaltnisse zwischen den beim Versuch 7 erhaltenen Ammoniakmen 





Entstandene Ammoniakmengen 


Verdiinnungsgrad ; - 
Boe Relative Werte 


a : 
der Reaktionslosung Relative 


Ureasemengen 
of in 1 Stunde in 2 Stunden in 4Stur 
Harnstoffmenge = 12fache der benutzten Soja-Ureasepraiparatme: 
0,2 100 100,0 100,0 100.0) 
0,1 50 47,5 49,2 52,1] 
0,05 25 20,0 15,8 14,1 
B. Harnstoffmenge = 24fache der benutzten Soja-Ureasepriparatmen, 
0,2 100 100,0 100,0 100,0 
0,1 50 39,2 42.0 48.0 
0,05 25 10,2 10,1 10,0 
Durch die Verdiinnung der Reaktionslésung wird die entstand: 
Ammoniakmenge vermindert, besonders bei kurzer Reaktionszeit, |» 
langerer Fermentwirkung wirkt die Verdiinnung in umgekehrte: 
Sinne. Auch spielt die Konzentration des Harnstoffs bei diesem V0 
suche eine Rolle, so daB bei verschiedenen Harnstoffkonzentration« 
die Resultate des Einflusses der Verdiinnung verschieden ausfall:) 
Wenn man die Ammoniakmengen, die bei obigem Versuche 
je einer Stunde entstanden sind, miteinander vergleicht, so zeigt si 
deutlich, daB die Verdiinnung der Reaktionslésung zuerst hemm« 
und dann spiter verstiirkend auf die Fermentwirkung wirkt. 


Tabelle XVI. 





Verhaltnisse zwischen den 
Verdunnungsgrad entstandenen Ammoniakmengen 


der Ureaselosung 


in der 1. Stunde in der 2, Stunde in der 3. Stu 


A. Harnstoffmenge = 12fache der Ureasepraiparatmenge. 
0,29 (Ureasemenge 10,0mg) . . 109.0 75.0 45.0 
0,1% ( Pr) ee Be 47,5 39,0 26.0 

B. Harnstoffmenge = 24fache der Ureasepraparatmenge. 
OS Sar ie ate eee 100.0 69,0 34.0 
OO sdk ee ee a 39.5 31,5 23.0 


V. Versuche zur Beobachtung des Einflusses von Glykokoll auf die Menze 


des entstandenen Ammoniaks durch die Fermentwirkung einer bestimmten 

Menge ein und desselben Soja-Ureasepriiparates bei verschiedenen Harn 

stoffkonzentrationen, Temperaturen wihrend der Reaktion und Reaktion, 
zeiten. 


Bei diesen Versuchen waren folgende Lésungen benutzt: 

2cem Phosphatgemisch, 1cem MHarnstofflésung (in verschiede: 
Konzentration), 1 ecm Glykokollésung (1°), 1 cem Soja-Ureaseprapar 
losung (0,5%, frisch hergestellt), 2 Tropfen Toluol. 

(Falls das Glykokoll nicht benutzt wurde, wurde die gleiche Me: 
Wasser statt der Glykokollésung zugefiigt.) 
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Versuch 8. 
Tabelle XVII. 





Menge Menge des entstandenen Ammoniaks 
Menge 


sH stotts 
* — mit 10 mg Glykokoll ohne Glykokoll 


mg mg mg 


A. Reaktionszeit 1 Stunde. 
3 0.29 0.29 
6 0,36 0,35 
12 0,36 36 
24 0.39 36 
48 0,39 36 
96 0.39 34 

B. Reaktionszeit 2 Stunden. 
p 0.61 0.61 
6 0,71 0,70 
12 0,7: 0.73 
24 0,78 0.73 
48 0,80 0.71 
96 O80 0.68 


C. Reaktionszeit 4 Stunden. 
3 114 

6 1,29 

12 1,39 

24 1,44 

48 1,44 

96 1,44 


5 35 
a 


mm DO OO Ol hoe 
bo bo 


to 


pe et et 


Ureasepraparatmenge: 5,0 mg, Gesamtvolumen: 5 cem, Temperatur: 
i°C, Puffer: 2 cem Phosphatgemisch, p, am Anfang der Reaktion: 7,0. 


Der Glykokolizusatz zeigt bei einer einstiindigen Fermentwirkung 


ind bei einer Temperatur von 16° einen unbedeutenden EinfluB auf die 
entstandene Ammoniakmenge, dagegen unter den gleichen Bedingungen 
bei einer Reaktionszeit von 4 Stunden sehr deutlichen EinfluB. 


Bei groBer Harnstoffkonzentration wird die entstandene Ammoniak- 
ienge durch Glykokollzusatz bedeutend vermehrt. 


Versuch 9. 
Tabelle XVIII. 





Menge Menge des entstandenen Ammoniaks 


des Harnstoffs 


mit 10mgGlykokoll ohne Glykokoll 
mg mg mg 


A. Reaktionszeit = 1 Stunde. 
0,62 
0,74 
0,78 
0,83 
0,83 
0.85 


NT 
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Tabelle XVIII. (¥ortsetzung. ) 





Menge Menge des entstandenen Ammoniaks 


‘ stoff . 
des Harnstotts mit 10 mg Glykokoll ohne Glykokoll 


mg mg mg 


B. Reaktionszeit 2 Stunden. 
3 1,25 
6 1,54 

12 1.66 

24 1,70 

48 1,70 

96 1,70 


C. Reaktionszeit 4 Stunden. 
3 2,10 2,10 
6 2,42 2,30 
12 2,57 2,65 
24 2,65 2.45 
48 2,65 2,26 
96 2,65 1,64 
Ureasepriiparatmenge: 5 mg, Gesamtvolumen: 5ccem, Temperat 
35°C, Puffer: 2 cem Phosphatgemisch, py, am Anfang der Reaktion: 


Versuch 10. 
Tabelle XIX. 





Menge Menge des entstandenen Ammoniaks 


eo eee mit 10mgGlykokoll — ohne Glykokoll 


mg mg mg 


A. Reaktionszeit 1 Stunde. 

6 1.40 1,40 
12 1,40 1,40 
24 1,49 1,46 
36 1,52 1,42 
60 1.62 1,42 


B. Reaktionszeit = 2 Stunden. 

6 1,96 1,96 

12 2,15 2.05 

24 2,25 2,07 

36 2,2 2,10 

60 34 2.01 

120 ( 1,27 
Ureasepriiparatmenge: 5 mg, Gesamtvolumen: 5cem, Temperatu 
45°C, Puffer: 2cem Phosphatgemisch, p, am Anfang der Reaktion: 7,') 


Auch diese Versuche 9 und 10 geben die gleichen Resultate wi 


der Versuch 8. Man kann hier deutlich beobachten, daB der Einflul 


des Glykokolls auf die durch die Fermentwirkung des Soja-Ureas: 
priparates entstandenen Ammoniakmengen bei verschiedenen Tem)» 
raturen und bei verschiedenen Reaktionszeiten einen gleichen Charakte! 
trigt. Nur bei niedriger Temperatur und bei kurzer Reaktions7:i' 
ist der Einflu8B unbedeutend. 
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Ich habe die optimalen Ammoniakmengen, die ich bei den Ver- 
suchen 8, 9 und 10 nach Ablauf einer ganzen Stunde erhalten habe, 
zisammengestellt. 


Tabelle XX. 


Verhaltnisse zwischen den optimalen Ammoniakmengen, die bei den 
Versuchen 8, 9 und 10 erhalten sind. 





lemperatur Verhialtnisse zwischen den erhaltenen 
wahrend der optimalen Ammoniakmengen 
Reaktion 
IC in der 1. Stunde in der 2. Stunde in der 3. Stunde 


Ohne Glykokoll 100,0 102.0 89.0 
Mit ia 108.0 111.0 89.0 
Ohne 215.0 215.0 139.0 
Mit 230,0 240.0 132.0 
Ohne 407.0 178.0 
Mit 450.0 181.0 


Aus dieser Zusammenstellung geht deutlich hervor, da} 
1. der EinfluB des Glykokolls besondets deutlich ist im Anfangs- 


stadium der Fermentwirkung, waihrend in der dritten Stunde 
der Fermentwirkung sich der Einflu8 des Glykokolls nicht 
mehr beobachten laiBt; 

nach Glykokollzusatz bei 16 und 35° in der ersten Stunde die 
entstandene Ammoniakmenge kleiner ist als diejenige, die sich 
in der zweiten Stunde entwickelt. 


VI. Die Abhingigkeit der Einwirkung des Glykokolls von der Zeit des 
Zusatzes desselben. 


Aus dem vorigen Versuche ging hervor, daB die Einwirkung des 
Glykokolls in der zweiten Stunde der Fermentwirkung bei 16 und 35° 
sich stiirker vollzieht als in der ersten Stunde. Um diese Erscheinung 
genauer nachzupriifen, habe ich folgenden Versuch angestellt. 


Versuch Il. 
1. Zu verschiedenen Mengen des Harnstoffs werden je 10mg Glykokoll 
: : - 4 , 
zugesetzt und 20 Stunden im Eisschrank stehen gelassen. Nach Ablauf 
te wit dieser Zeit wird je 1 cem einer frisch hergestellten 0,5 proz. Soja-Urease- 
hnflul praparatl6sung hinzugefiigt und die Fermentwirkung beobachtet. 

2. Die gleichen Mengen der Harnstofflésung und die Glykokollésung 
werden voneinander getrennt im Eisschrank aufbewahrt und nur vor dem 
Versuch zusammengemischt, die gleiche Ureaselésung zugesetzt, und die 
rakt Fermentwirkung derselben beobachtet. 


Treast 


‘emp 


mszelt 3. Die gleiche Ureaselésung wird ohne Glykokollzusatz auf ihre Fer- 
mentwirkung geprift. 
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Tabelle XX I. 


Die Resultate des Versuches 11. 





M Menge des entstandenen Ammoniaks 
enge 
des Harnstoffs 1. 2 3 


mg mg mg mg 


Temperatur: 16°, Reaktionszeit: 1 Stunde. 





3 0,34 0,29 0,29 
6 0,41 0,36 0,35 
12 0,53 0,39 0,36 
24 0,59 0,39 0,36 
18 0,49 0,39 0,36 
96 0,42 0,39 0,34 
Temperatur: 35°, Reaktionszeit: 1 Stunde. Pu 
3 0,80 0,77 0,77 
6 0,90 0,85 0,82 
12 0,94 0,94 0,92 
24 1,02 0,96 0,92 un 
48 1,02 0,96 0,84 
96 0,97 0,96 0,62 
Temperatur: 45°, Reaktionszeit: 1 Stunde. 
3 1,25 1,25 1,25 
6 1,40 1.33 1,33 
12 1,42 1,38 1,39 
24 1,42 1,42 1,39 
48 1,39 1,42 1,34 
Menge des Praparates: 5mg, Menge des zugesetzten Glykok 
10mg, Gesamtvolumen: 5ccem, Puffer: 2 ccm Phosphatgemisch, p,, 
Anfang der Reaktion: 7,0. 
Wenn man die Ergebnisse dieses Versuches genau betrachte' 
so kann man annehmen, da zwischen dem Harnstoff und zugefiigten 
Glykokoll eine chemische Reaktion vor sich geht, und dieselbe ein 
wichtige Rolle bei der Fermentwirkung des Soja-Ureasepraparates 
spielt. Bei héheren Temperaturen wird dieser Einfluf8 undeutlich. 
per 
VII. Die Abhingigkeit der Fermentwirkung des Soja-Ureasepriiparates Pu 
von der Menge des zugefiigten Glykokolls. 
Versuch 12. neh 
Zu einer bestimmten Menge eines Soja-Ureasepraparates werden ve nac 
schiedene Mengen von Glykokoll zugesetzt, und die dabei zustande F 
. fe 
gekommenen Fermentwirkungen beobachtet. ‘ n 
hoe , ; . Ly 
Tabelle XXII, A. Temperatur: 16°, Reaktionszeit: 2 Stunden. . 
.% 
Menge des entstandenen Ammoniaks Vil 
Menge 
des Harnstoffs ohne mit 5mg mit 10 mg mit 20mg 
Glykokoll Glykokoll Glykokoll Glykokoll 
mg mg mg mg mg Gl 
Ly 
15 0,64 0,64 0,62 0,60 ies 
30 0,55 0,72 0,76 0,78 am 
60 0,49 0,65 0,69 0,7 | hab 
120 0,36 0,61 0,65 0,78 | on 


240 0,17 0,53 0,60 0,78 
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Tabelle XXII, (Fortsetzung.) 
B. Temperatur: 37°, Reaktionszeit: 1 Stunde. 





Menge des entstandenen Ammoniaks 
Menge 


des Harnstoffs ohne mit 5 mg mit 10 mg mit 20 mg 
Glykokoll Glykokoll Glykokoll Glykokol 
mg | mg mg mg mg 
15 0,87 0,87 0,90 0,90 
30 0,77 0,97 1,04 1,04 
60 0,63 0,94 1,02 1,04 
120 0,34 0,89 0,92 1,04 
240 | 0,17 0,69 0,85 0,94 
Menge des Soja-Ureasepriparates: 5 mg, Gesamtvolumen: 5cem, 
Puffer: 2 ccm Phosphatgemisch, p,, am Anfang der Reaktion: 7,0. 


Versuch 13. 


Dieser Versuch wird bei zwei bestimmten Harnstoffkonzentrationen 
und bei verschiedenen Glykokolizusatzmengen ausgefiihrt. 


Tabelle XXIII. 





Menge des entstandenen Ammoniaks 

Menge 

oo se || bei einer Harnstoffs bei einer Harnstoff- 
, g menge 6 mg menge 600 mg 


mg mg mg 


0 0,56 0,08 
0.5 0.54 0,08 
1,0 0,54 0,12 
2.0 0.56 0,16 
4,0 0,58 0,29 
8.0 0.61 0,39 
16,0 0,59 0,53 
32.0 0.55 0.55 
64,0 0,48 0,55 


Menge des Ureasepriparates: 5mg, Gesamtvolumen: 5 cem, Tem- 
peratur: 16°C, Reaktionszeit: 2 Stunden, Puffer: 2 cem Phosphatgemisch, 
Pp, am Anfang der Reaktion: 7,0. 


Aus den Ergebnissen der Versuche 12 und 13 kénnte man an- 
nehmen, daB die verstarkende Wirkung des Soja-Ureasepraparates 
nach Glykokollzusatz darauf beruht, daB hemmende Einfliisse auf die 
Fermentwirkung, die vom iiberschiissigen Harnstoff ausgehen, nach 
Glykokollzusatz beseitigt werden. 


VIII. Versuche zur Bestimmung der Einwirkung des Glykokolls auf die 
Soja-Ureasewirkung mit Hilfe der Makromethode und ohne Puffer. 
Um die wichtigen Beziehungen zwischen den Harnstoff- und 
Glykokollmengen, die schon aus den Versuchen 8 bis 13 hervorgegangen 
sind, auch bei lingerer Reaktionszeit und ohne Puffer zu beobachten, 
habe ich folgende Versuche nach der gleichen Methode wie beim Ver- 
suche 6 angestellt. 
Biochemische Zeitschrift Band 136. 34 
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Versuch 14. 
Bei diesem Versuch werden zu verschiedenen Mengen des Soja-Ur 
praparates je 10 mg Glykokoll zugefiigt. 
Tabelle XXIV. 
Die Resultate des Versuches 14. 





Menge des entstandenen Ammoniaks 
Menge 
des Ureasepraparates 


mit ce 
10 mg Glykokoll obne Glykokoll 


mg mg mg 


3 17,0 
6 39.5 
9 53,0 
12 73,0 
15 88,0 
18 103,0 
21 113.0 


24 124,0 
27 135,0 
30 143,0 
Menge des Harnstoffs: 400 mg, Gesamtvolumen: 31 cem, Temperatw 
35 bis 37°C, Reaktionszeit: 20 Stunden. Ohne Puffer. 


Die Resultate dieses Versuches stimmen mit den Ergebnissen 
der Versuche 8 bis 13 iiberein und zeigen deutlich, daB die Ureas 
wirkung durch Glykokollzusatz nur dann verstiirkt wird, wenn di 


betreffende Harnstoffkonzentration relativ zu grok ist. 


Versuch 15. 
Eine bestimmte Menge des Soja-Ureasepraparates wird bei einer }he- 
stimmten Harnstoffkonzentration mit Zusatz verschiedener Mengen 
Glykokoll auf seine Fermentwirkung gepriift (ebenfalls Makromethode 


Tabelle XXV. 





Menge des entstandenen Ammoniaks 


Menge 
des zugetigten 
Glykokolls 


Bei einer Reaktionszeit 


20 Stunden 44 Stunden 
mg mg mg 


0 8,8 8,8 
2.5 13,3 20,0 
5,0 24,5 30,2 
7,5 32,2 43,5 
10,0 35,7 51,0 
15,0 43,0 63,0 


Menge des Ureasepriparates: 6mg, Gesamtvolumen: 31 ccm, Te: 
peratur: 35 bis 37°C, Harnstoffmenge: 400 mg. Ohne Puffer. 


Die Ergebnisse sind die gleichen wie bei den Versuchen 12 und 
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Versuch 16, 
Wie Versuch 15, nur mit verschiedenen Mengen des Soja-Urease- 
praparates ausgefihrt. 
Tabelle XX VI. 





Menge des entstandenen Ammoniaks 
Menge 
des zugefiigten 


Glykokolls Bei einer Urease- Bei einer Ureases 


menge 60mg menge 9 mg 
mg mg mg 


0 9.0 22.0 
‘ 13,2 22.0 
( 19.0 32.0 
5 28.5 40.0 
10,0 33.0 46.0 
15,0 39.0 54.0 
20,0 42.5 57.0 


9 
5 
7 


Harnstoffmenge: 400mg, Gesamtvolumen: 3leccem, Temperatur: 
35 bis BY°C, Reaktionszeit: 20 Stunden. Ohne Puffer. 

Um die Beziehung zwischen der zugefiigten Glykokollmenge und 
der dadurch vermehrten Menge des erhaltenen Ammoniaks aufzukliren, 
habe ich aus der Tabelle XXVI die durch Glykokollzusatz vermehrten 
Ammoniakmengen berechnet und sie in der Tabelle X XVII zusammen- 
gestellt. 

hissen Tabelle XXVII. 
reast Durch Glykokollzusatz vermehrte Ammoniakmengen bei der Ferment- 
wirkung verschiedener Soja-Ureasemengen. 





Menge des durch Glykokollzusatz 


Menge vermehrten Ammoniaks 
des zugefiigten 
Glykokolls Bei der Bei der 
Ureasemenge 6mg Ureasemenge 9 mg 
lengen mg mg mg 
hode 


2.5 - 0 

5,0 i 10.0 

7,5 5 18,0 
10,0 ; ‘ 24.0 
15,0 ; 32.0 
20,0 33.5 35.0 


Wie aus dieser Zusammenstellung hervorgeht, ist die Vermehrung 
der Ammoniakmenge hauptsiichlich von der zugefiigten Glykokoll- 
menge abhingig und zeigt fast keine Abhingigkeit von der benutzten 
Soja-Ureasemenge. 

IX. Versuche zur Beobachtung einer Verinderung einer Soja-Ureasepriiparat- 
lésung nach deren Aufbewahrung im Eisschrank. 
Versuch 17. 

Eine 0,5 proz. Soja-Ureasepraparatlésung wird einige Zeit im Eis- 

schrank stehen gelassen und dann auf ihre Fermentwirkung gepriift. 
34 * 
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Tabelle XXVIII. 





Menge des entstandenen Ammoniaks 


a - Nach ltagiger Nach 7 tagiger 
arnstoMs — Frische Lésung Aufbewahrung Aufbewahrung 
im Eisschrank im Eisschrank 

mg mg mg mg 


1,44 1,06 0,30 
1,76 1,18 0,33 
1,77 1,18 0,33 
1,7 1,05 0,33 
1,65 0,75 0,30 
0,34 0,24 0,15 


Ureasemenge: lecm 0,5 proz. Loésung, Gesamtvolumen: 5 ccm, 
Temperatur: 43°C, Reaktionszeit: 144 Stunden, Puffer: 2 cem Phospha 
gemisch, py am Anfang der Reaktion: 7,0. 


Versuch 18. 
Dieser Versuch wird mit derselben Ureaselésung in gleicher Weise 
wie Versuch 17, aber mit Zusatz von 10 mg Glykokoll ausgefiihrt. 


Tabelle XX1IX. 





Menge des entstandenen Ammoniaks 


Menge des Nach ltagiger Nach 7 tagiger 
Harnstoffs | Frische’ Lésung Aufbewahrung Aufbewahrung 
im Eisschrank im Eisschrank 


mg mg mg mg 


1,44 1,06 0,30 
1,70 1,18 0,33 
1,77 1,34 0,33 
2,15 1,36 0,33 
2.07 1,36 0,39 
2,00 1,29 0,31 


Ureasemenge: lecm 0,5 proz. Lésung, Glykokollzusatz: 10 mg, G: 
samtvolumen: 5cem, Temperatur: 43°C, Reaktionszeit: 14 Stunden, 
Puffer: 2cem Phosphatgemisch, p,, am Anfang der Reaktion: 7,0. 


X. Versuche zur Beobachtung der Fermentwirkung einer Soja-Urease 
priiparatlésung bei Erhitzung derselben und bei der Gegenwart von primirem 
Kaliumphosphat oder sekundirem Natriumphosphat. 


Versuch 19. 
Drei Proben werden in folgender Weise angestellt: 
1 Teil 1 proz. Soja-Ureaselésung. 
KH,PO,-Lésung (9,0789 g auf 1 Liter); 
Dieselbe Ureaselésung, 
Na,HPO,-Lésung (11,8769 g auf 1 Liter); 
Dieselbe Ureaselésung, 
Wasser. 
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Die so hergestellten Proben zeigen bei der Bestimmung der Wasser- 

stoffionenkonzentration mit Hilfe der kolorimetrischen Methode- 
1. py = 5,6 
2. Py = 8,2 
3. Py = 6,4. 

Die drei Proben werden im ‘Wasserbad bei 45° wihrend zwei Stunden 
gehalten und nach Ablauf dieser Zeit mit Eis bis zur Zimmertemperatur 
abgekiihlt. Ein Teil der Probe 3 wird zur Kontrolle wahrend derselben 
Zeit im Eisschrank aufbewahrt. 

Nun werden die vier Proben in folgender Weise angesetzt und auf 
ihre Fermentwirkung geprift. 

Ansetzungsart des Versuches 19. 





KH.PO,; Na HPO, 
Nr. Lésung Loésnng 
ccm cm ccm ccm ccm 


Wasser Harnstofflosung Ureaselosung 


1 (Probe 1) 
1 ae 
1 Pee 
1 


0,1 L, 
0,6 Li 
0,6 L. 
0,6 1, 3) 


nicht erhitzt 


Tabelle XXX. 
Resultate des Versuches 18. 





Menge des entstandenen Ammoniaks 
Menge des Probe I, Probe Il, Probe Ill, | Probe IV, nicht 
Harnstoffs mit KH,PO, mit NaHPO, mit H,O erhitzt 
mg mg mg mg 


' 1,70 1,48 1,80 
15 1,86 1,58 1,83 
34 1,77 1,58 1,89 
60 7 1,70 1,58 1,83 
120 0.85 0,56 0,68 0,87 


Ureasemenge: 5mg, Gesamtvolumen: 5cem, Temperatur: 43°C, 
Reaktionszeit: 144 Stunden, Puffer: 2 cem Phosphatgemisch, p,, am Anfang 
der Reaktion: 7,0. 

Versuch 20. 

Dieser Versuch wird in gleicher Weise wie Versuch 19 ausgefiihrt, 
nur statt 1cem Wasser, wie bei vorigem Versuche, wird 1 ccm 2 proz. 
Glykokollésung zugefiigt. 

Tabelle XXXI. 





Menge des entstandenen Ammoniaks 


Probe I, Probe II, } ’ 
mit KxHPO, mit NaHPO, ‘ Probe IV, 
behandelt behandelt Probe Ill nicht erhitzt 


mg mg mg 


Menge des 
Harnstoffs 


1,82 1,82 i 1,85 
2.05 1.96 1.94 
2,23 2,01 1,94 
2,23 2,05 j 2,05 
2,26 2,11 j 2.09 
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Ureasemenge: 5 mg, Glykokollzusatz: 20 mg, Gesamtvolumen: 5 c Xil 
Temperatur: 43°C, Reaktionszeit: 14% Stunden, Puffer: 2 cem Phosph: Soj 
gemisch, py am Anfang der Reaktion: 7,0. 

XI. Versuche zur Beobachtung der Verinderung der Fermentwirkung eine: 
Soja-Ureasepriiparatlésung nach Zinkzusatz. ‘l 
au 
Versuch 21. pray 

r ~ . ~ * 1 3 y es y 

Zu 50cem einer 0,5 proz. frisch hergestellten Soja-Ureaseprapara pm 
lésung wird 2g metallisches Zinkpulver zugefiigt. Das Gemisch wird _ 
5 Minuten kraftig umgeriihrt und tiber Nacht im Eisschrank stehen bep 
lassen, dann filtriert. Das Filtrat wird auf seine Fermentwirkung gepriifi 
Zur Kontrolle wird ein Teil derselben Ureaselésung wihrend der gleich 
Zeit ohne Zinkzusatz im Eisschrank aufbewahrt und ebenfalls auf Ferment 
wirkung gepruft. 

Tabelle XXXII. 
Menge des entstandenen Ammoniaks 
Menge des 
Harnstoffs Urease, mit Zink Urease, nicht mit Zink 
behandelt behandelt 
mg mg mg 
3 0,55 1,36 
7,5 0,60 1,46 
15,0 | 0,55 1,58 
30,0 0,51 1,60 Rea 
60,0 | 0,37 1,40 der 


120,0 0,20 1,04 


Ureasemenge: 5mg, Gesamtvolumen: 5ccm, Temperatur: 43°C, 
Reaktionszeit: 14 Stunden, Puffer: 2ccm Phosphatgemisch, p,, an von 
Anfang der Reaktion: 7,0. 


Versuch 22. 

Dieser Versuch wird in gleicher Weise ausgefiihrt wie Versuch 21, 
nur hier wird bei der Bestimmung der Fermentwirkung zur untersuchenden 
Fliissigkeit 20 mg Glykokoll zugesetzt. 


Tabelle XXXIII. 





Menge des entstandenen Ammoniaks 


Menge 
des Harnstoffs Urease, mit Zink Urease, nicht mit 
behandelt Zink behandelt 
mg mg 
3,5 0,85 
7,5 0,93 5 Ten 
15,0 i} 1,02 66 ‘ig 
30,0 1,04 ; ais 
60,0 1,09 
120.0 1,04 
: x 5 ind 
Ureasemenge: 5 mg, Glykokollzusatz: 20 mg, Gesamtvolumen: 5 cen, chi 
Temperatur: 43°C, Reaktionszeit: 14 Stunden, Puffer: 2 cem Phosphat x ny 
gemisch, p, am Anfang der Reaktion: 7,0. praj 
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o Xil. Versuche zur Beobachtung der Verinderung der Fermentwirkung einer 
phi Soja-Ureasepriparatlésung nach Zusatz einer anderen Soja-Ureaselisung, 
die lange Zeit im Eisschrank aufbewahrt wurde. 

: Versuch 23. 

am Kine 0,5 proz. Soja-Ureasepraparatlésung wird im Eisschrank 7 Tage 
aufbewahrt. Zu 1lcem einer frisch hergestellten 0,5 proz. Soja-Urease- 
praparatlésung wird | cem der obigen im Eisschrank aufbewahrten Lésung 
mugefigt und das Gemisch auf seine Fermentwirkung gepriift. Zur Kon- 
trolle werden die beiden Lésungen gesondert auf ihre Fermentwirkung 
gepruft. 


Tabelle XXXIV. 





Menge Menge des entstandenen Ammoniaks 


des . : > ana 
Harnstoffs | Frische Losung — Gemisch der Alte Losung 
allein beiden Lésungen allein 
mg mg mg 


2 1.66 0.30 
f 2,07 0,33 
E 2.07 0,33 
f 2,07 0,33 
: 2,00 0,30 
1,90 0,15 


I; 
l, 
1, 
1, 
: 
0, 


Ureasemenge: 5 mg, Gesamtvolumen: 6ccem, Temperatur: 43°C, 
Reaktionszeit: 14% Stunden, Puffer: 2 cem Phosphatgemisch, p,, am Anfang 
der Reaktion: 7,0. 

Versuch 24. 

Dieser Versuch wird in gleicher Weise wie Versuch 23, nur mit Zusatz 

von 20 mg Glykokoll ausgefiihrt. 


Tabelle XXXV. 





Menge Menge des entstandenen Ammoniaks 


es i} we: . : 
Harnstoffs || Frische Losung | Gemisch der Alte Lésung 
} allein beiden Lésungen allein 
mg mg mg 


nden 


3.5 r 1,70 0,30 

7,5 6 2,18 0,33 

15,0 || : 2,28 0,33 

36,0 sf 2,30 0,39 

60,0 2,30 0,39 

120,0 2,23 0,31 
Ureasemenge: 5 mg, Glykokollzusatz: 20 mg, Gesamtvolumen: 6 cem, 
Temperatur: 43°C, Reaktionszeit: 144 Stunden, Puffer: 2 cem Phosphat- 

gemisch, p, am Anfang der Reaktion: 7,0. 


Aus den Ergebnissen der Versuche 17 bis 24 erhellt, da die Ver- 
inderung der Fermentwirkung einer Soja-Ureasepriparatlésung ver- 
schiedener Art sein kann. Zwei Lésungen des gleichen Soja-Urease- 
praparates zeigen oft einen deutlichen Unterschied in ihrer Ferment- 
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wirkung bei ein und derselben Harnstoffkonzentration, wahrend n 
bei anderen Harnstoffkonzentrationen keinen solchen Unterschi (| 
beobachten kann. Durch Glykokollzusatz wird diese spezielle A 
hingigkeit der Fermentwirkung einer Lésung des Soja-Ureasepriij v- 
rates von den Harnstoffkonzentrationen sofort beseitigt, und dali 
zeigen Lésungen des Priiparates nach Zusatz geniigender Menge \ 
Glykokoll bei jeder Harnstoffkonzentration immer ein gleiches Ver- 
hiltnis zwischen ihren Fermentwirkungen. 


XIII. Versuche zur Beobachtung der Verinderung der Fermentwirkung 
einer Soja-Ureasepriiparatlésung bei Behandlung derselben mit frisch ye- 
gefilltem neutralen Calciumphosphat. 


Versuch 25. 

Zu 50cem einer 0,3 proz. Soja-Ureasepraparatlosung werden 10 c 
einer Suspension von frisch gefalltem neutralen Calciumphosphat [Ca,(PO,), 
bei einer Temperatur von 2° hinzugefiigt, durchgemischt, das Gemisch 
bei der gleichen Temperatur 20 Minuten stehen gelassen und dann zentri- 
fugiert. Die obere, klare Fliissigkeit wird abfiltriert und der dabei «1 
haltene Bodensatz in 50 ccm Wasser suspendiert. 


Das Filtrat und die Bodensatzsuspension sowie das Gemisch beider 


werden nach der in §3 beschriebenen Methode mit und ohne Glykoko|l- 
zusatz auf ihre Fermentwirkung gepriift. Die Resultate des Versuchs sind 
in der Tabelle XXXVI zusammengestellt. 

Die Calciumphosphatsuspension, die ich bei diesem ‘Versuche benut:t 
habe, wird in folgender Weise hergestellt: 

7,6 g reines Na,PO, + 12 dest. Wasser und 6,5 g reines CaCl, + 6 dest 
Wasser werden in je 100 ccm Wasser aufgelést und filtriert. Die beiden 
Filtrate werden dann zusammengegossen und der dabei entstanden. 
Niederschlag mit Hilfe von Zentrifugieren und Dekantieren, bis das letzio 
Waschwasser nicht mehr die Reaktion von Chlor zeigt, ausgewaschen wai 
dann in 150 ccm Wasser aufgeschwemmt. 


Versuch 25. 
Tabelle XXXVI. 





Menge des entstandenen Ammoniaks 


Mange des Gonytyian Schutensen ohne Glykokoll mit 10mg Glykokoll 


mg mg 


1O com: Bae occa 8 6 se ce 50,8 52,5 
10 ,, Bodensatzsuspension. . . 56,0 126,0 
Gemisch von 5ccem Filtrat und 

5 ccm Bodensatzsuspension . . 75,0 94,0 


Harnstoffmenge: 400mg, Gesamtvolumen: 35ccm, ‘Temperatur: 
35 bis 37°C, Reaktionszeit: 19 Stunden. Ohne Puffer. 


Versuch 26. 
Der Versuch 26 wird in gleicher Weise, aber mit verschiedenen Menge 
der benutzten Substanzen, wiederholt. 
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EinfluB des Glykokolls auf die Fermentwirkung usw, 


Tabelle XXX VII, 





Menge Menge des entstandenen Ammoniaks 
der benutzten 


Substanzen ohne Glykokoll — mit 10mgGlykokoll 
ccm mg mg 
A. Mit dem Filtrate. 
5 12,8 45,5 
10 54,5 56,0 
15- 58,0 58,0 
B. Mit der Bodensafzsuspension. 
5 22,5 91,0 
10 7,5 126.0 
15 136,0 141,0 
C. Mit einem Gemisch von gleichen Teilen des 
Filtrats und der Bodensatzsuspension. 
5 19,0 56,0 
10 72.0 92,0 
15 97,0 97,5 

Harnstoffmenge: 400mg, Gesamtvolumen: 35ccm, Temperatur: 
35 bis 37°C, Reaktionszeit: 19 Stunden. Ohne Puffer. 

Aus den Ergebnissen der Versuche 25 und 26 ist ersichtlich, dab 
das Filtrat und der Bodensatz verschiedene fermentative Eigenschaften 
besitzen. 

Die Fermentwirkung des Filtrats wird durch Glykokollzusatz 
nicht bedeutend verstirkt, wihrend diejenige des Bodensatzes dadurch 
ziemlich stark beeinfluBt wird. 

Wenn die benutzten Mengen des Filtrats und des Bodensatzes 
klein sind und deswegen die Fermentwirkungen der beiden durch 
Glykokolizusatz verstirkt werden kénnen, so kann man beobachten, 
daB das Gemisch der beiden Substanzen ohne Glykokollzusatz eine 
stirkere fermentative Wirkung als die Summe der Fermentwirkungen 
der beiden gesonderten Substanzen aufweist, und umgekehrt bei 
Glykokollzusatz die Fermentwirkung des Gemisches schwiicher als die 
Summe der beiden gesonderten Fermentwirkungen ist, wie aus folgender 
Zusammenstellung deutlich hervorgeht. 

Durch die Fermentwirkung von 

5ccm Filtrat entsteht........ . 12,8mg NH, 
und von 5 ,, Bodensatzsubstanz entsteht . . . 22,5 

Die Summe der beiden Wirkungen .... . 35,3 mg 

Die gefundene Zahl dafir ........ . 57,5 

Mit Glykokollzusatz entsteht durch die Fermentwirkung von 

OG Ba ee Skies eee ce se Eg NE, 
5 ,, Bodensatzsubs eae pee, wt 


Die Summe der beiden Wirkungen . . a 136,5 mg 
eh Pee eee eee 
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XIV. Versuche zum Vergleich der Fermentwirkungen zweier Soja-Ureas 
praparatlésungen. 
Versuch 27. 
Zwei Soja-Ureasepraparate, die in gleicher Weise, aber in verschieden« 
Zeiten hergestellt worden sind, wurden mit einer gleichen Methode aut 
ihre Fermentwirkung gepriift. 


Tabelle XX XVIII. 





Menge Menge des entstandenen Ammoniaks 


des Harnstoffs 


mg 


3,é 
7 


15,0 
30,0 
60,0 

120,0 


3.5 
7,5 
15,0 
30,0 
60,0 
120,0 


durch Praparat A 


mg 


A. Ohne Glykokollzusatz. 


1,44 
1,70 
1,70 
1,70 
1,65 
0,34 


Mit 20 mg Glykokoll. 


1,46 
1,70 
1,88 
2,12 
2,07 
2,00 


durch Praparat B 


mg 


0,99 
1,22 
1,34 
1,35 
1,35 
1,34 


1,82 
2,10 
2,27 
2,27 
2,40 
2.40 


Bod 
jeni 
pray 
oleic 


Ureasemenge: 5 mg, Gesamtvolumen: 5ccm, Temperatur: 43° (, 
Reaktionszeit: 144 Stunden, Puffer: 2 cem Phosphatgemisch, p, am Anfang 
der Reaktion: 7,0. 


Versuch 28. 

Zwei Soja-Ureasepraparate, die beim Versuch 27 schon benutzt waren, 
werden hier nochmals auf ihre Fermentwirkung gepriift, aber nach der 
in §3 mitgeteilten Methode. 

Tabelle XX XIX. 
A. Ohne Glykokollzusatz. 





Menge Menge des entstandenen Ammoniaks 


des Ureasepraparats 


mg 


6 
9 
12 


18 
21 


durch Praparat A 


mg 


3,1 
8,8 
24,5 
65,0 
85,0 
91,0 
101,0 
109,0 
118,0 
128,0 


durch Praparat B 


mg 
3,1 
5,4 
9.5 
21,2 
42.5 
69,0 
91,9 
113.0 
144.0 
184,0 





EinfluB des Glykokolls auf die Fermentwirkung usw. 


Tabelle XXXIX. (Fortsetzung.) 
B. Mit 10mg Glykokoll. 





Menge || Menge des entstandenen Ammoniaks 


jes Ureasepri ts 
be het acta durch Praparat A durch Praparat B 


mg mg mg 
3 22,0 37,5 
6 42.5 67,0 
9 62,0 79.0 
12 78,0 102,0 
15 89,0 128,0 
18 95,0 154,0 
21 102.0 162,0 
24 108,0 170,0 
27 120,0 178,0 
30 131.0 182,0 
Harnstoffmenge: 400mg, Gesamtvolumen: 3leem, Temperatur: 
35 bis 37°C, Reaktionszeit: 20 Stunden. Ohne Puffer. 


Ich méchte noch auf die interessante Tatsache aufmerksam machen, 
daB die Verschiedenheiten der Fermentwirkungen des Filtrats und des 
Bodensatzes, wie sie aus den Versuchen 25 und 26 hervorgingen, der- 
jenigen der fermentativen Wirkungen der verschiedenen Soja-Urease- 
priparate, wie sie bei den Versuchen 27 und 28 beobachtet wurden, 
gleichen. 


ier C, 
fang 











Uber den Einflu8 der pflanzlichen Lipasen auf das 
Mycobacterium tuberculosis poikilothermorum L. N. 


Von 
J. Korinek. 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der Karls-Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 6. Februar 1923.) 


Die Saurefestigkeit der Mycobakterien wird durch die verschiec- 
denen Stoffe lipoiden Charakters bedingt. Die Anschauungen tie 
Cellulose, Chitin, Nucleoproteide usw. als Trager der Azidoresistenz 
scheinen nicht mehr fiir richtig gehalten zu werden. Welche aber von 
den Lipoiden (Wachs, Fettsiuren, Fettalkohole) hauptsichlich in 
Betracht kommen, dariiber sind die Meinungen noch ziemlich ver- 
schieden. 

Viele Samen enthalten als Reservestoffe verschiedene Lipoide, vo 
allem Neutralfette. Das Ausnutzen dieser Stoffe wihrend der Keimung 
ist nicht denkbar ohne Lipasen, die Hydrolyse bewirken. Natiirlich 
miissen wir uns die Lipasen im weitesten Sinne des Wortes denken 
sowie die Lipoide einen weiten Begriff darstellen. Daf bei der Keimung 
der Samen noch andere Enzyme, hauptsichlich proteolytische, |e- 
teiligt sind, laBt sich leicht vermuten und ist auch bewiesen worden 
(Wehmer). 

Am besten von den pflanzlichen Lipasen ist die Ricinuslipasc 
studiert worden. Deshalb haben wir dieselbe auch bei unseren Ver- 
suchen verwendet. Sie wurde nach der Hoyerschen Methode vor- 
bereitet. Vielleicht ist die Vorbereitung nach Jalanders Methoie 
chemisch vollkommener, fiir unsere Zwecke aber schien uns die erst- 
genannte viel geeigneter. In der Jalanderschen Lipase gibt es zwar 
kein Fett und Fettsiuren, dafiir aber feste Bestandteile (Aleuron, 
Membranfragmente und amorphe Kérperchen, die der Autor fiir das 
Cytoplasma halt), die méglicherweise noch andere Enzyme enthalten 
Die kénnen bei der Lipolyse der puren Fette nicht schaden, dafiir aber 
die Wirkung auf die Mikroben recht komplizieren. 

Bei der Hoyerschen Lipase sind die festen Bestandteile abzentr'- 
fugiert, die Lipase ist in der dligen Sahne enthalten. Die Ricinus- 
lipase wird auf folgende Weise vorbereitet (Rezept im Handbuch «1 
Biochemischen Arbeitsmethoden): Man lat die Samen bei geeignet« 
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Temperatur quellen und keimen, schialt sie dann ab, zerreibt mit etwas 
Wasser und zentrifugiert die gréBeren Partikeln ab; die Flissigkeit 
lit man bei 24° giren. Die Ricinuslipase sowie die meisten pflanz- 
lichen Lipasen wirken in saurem Milieu. Es ist aber nicht notwendig, 
Siure zuzugeben, da die durch enzymatische Prozesse entstandene 
Milchsiiure selbst die geeignete saure Reaktion bewirkt. 

Unsere Idee, niimlich die Ricinuslipase auf die Tuberkelbazillen 
einwirken zu lassen, war nicht neu, woriiber wir uns kurz vor der Be- 
endigung unserer Arbeit tiberzeugt haben. In Léwensteins Vorlesungen 
iiber die Tuberkulose fanden wir eine Erwihnung einer Abhandlung 
von Bittrolf und Momose, die das ihnliche Problem studiert haben. 
Das Original der Arbeit ist uns aber unzugiinglich, deshalb miissen 
wir uns auf das Zitat von Léwenstein einschrinken. Es steht dort: 
Versuchten sie durch ein fettspaltendes Ferment, das aus den Ricinus- 
samen zur Seifenerzeugung gewonnen wird, die Wachshiille der Tuberkel- 
bazillen zu zerstéren, aber nach achttigiger Wirkung bei 37° lieB sich 
keine Verminderung der Zahl der Tuberkelbazillen nach diesen drei 
Methoden konstatieren. (Die drei Methoden sind die Ziehlsche, die 
Gramsche und die Methode nach Much- Weiss.) 

Wir haben statt des menschlichen Tuberkelbazillus das Fried- 
mannsche Mycobacterium verwendet. Es ist wohl wahr, da nach 
8 Tagen sich kaum eine Einwirkung auf dasselbe beobachten laBt, 
wohl aber nach einer langeren Zeit, etwa 14 Tagen und noch spiter. 

Aus den. letztgenannten Griinden wollen wir iiber unsere Versuche 
referieren. 


Methodik. 


Unsere Methodik war sehr einfach. In kleine Eprouvetten schiitteten 
wir gleiche Mengen gekochtes Wasser 3 ccm. Wir gebrauchten das Brunnen- 
wasser statt der physiologischen Lésung, weil wir dachten, daB so groBe 
Mengen Kochsalz kaum ohne Einflu8 auf die erwartete Wirkung der Lipase 
bleiben wiirden. 

Das Kochen der Mikroben oder der Lipase wurde im Sterilisator durch- 
gefiihrt und dauerte eine halbe Stunde. So lJanges Kochen schien uns 
notwendig, um die Enzyme sicher zu toéten, trotz der anwesenden Fette 
als Schutzkolloide (Czapek). 

In jede Eprouvette wurden vier Osen Mycobakterien gegeben und 
diese mit Platindraht im Wasser geriihrt. 

Das Mycobacterium wurde immer in den Petrischalen auf dem Kar- 
toffelextraktagar mit Zusatz von 4% Glycerin kultiviert. Dieser Nahr- 
boden erwies sich am besten; das Wachstum der Bakterien war iippiger 
als auf Glycerinbouillonagar. Die Bereitung ist billig und einfach. Ge- 
schalte und zerschnittene Kartoffeln wurden eine halbe Stunde im Sterili- 
sator gekocht, das Wasser abgegossen, 144% Agar und 4% Glycerin zu- 
gegeben. 

In die Eprouvetten wurde dann eine bestimmte Menge Lipase, Milch- 
siure, Pepsin oder desgleichen beigemischt. Es ist kaum médglich steril 
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zu arbeiten, viel weniger die sterile Lipase vorzubeceiten, deshalb w) 
ein Tropfen Toluol zugesetzt.. Dann wurden die Eprouvetten im Ther 
stat bei 37° gehalten und die Bakterien jeden Tag mit Platindraht 
geriihrt. 

Die Proben wurden so genommen, das man die Bakterien zu 
gut umriihrte, hierauf wartete man einige Sekunden bis sich gr6éBere Stiick: 
abgesetzt hatten, und rieb von der homogenen feinen Suspension eine (Os 
auf das Objektglas. Die Farbung geschah nach Ziehl-Neelsens Method 
auf die Saurefestigkeit, der nach der Gramschen, nach Much mod 
fizierten Methode auf die Gramfiarbbarkeit. 


Beschreibung der Versuche. 
Wir wollen nicht schildern, wie wir unsere Idee verfolgt halv« 
und endlich zu der im weiteren beschriebenen Versuchsanordnung an. 
gelangt sind; wir beschrianken uns darauf, die letzte Versuchstabel| 


anzugeben. 
Bemerkungen zur Tabelle : 


I. Reaktion. 

Wir haben den ProzeB der Reaktionsinderung nicht naher studiert 
nicht einmal ganz quantitativ bearbeitet. Es ist héchst wahrscheinlich 
daB die Reaktionsiinderung in jedem einzelnen Falle einen andere: 
Grund hat und darf deshalb kaum miteinander verglichen werden 

Die urspriingliche Reaktion der Suspensionen im Wasser war fas! 
neutral (eher etwas sauer). Im Verlaufe des Versuches hat sich di 
Reaktion im Wasser mit lebenden Bazillen infolge des Autolyseprozesses 
geiindert, und zwar ist sie deutlich sauer geworden. In allen anderen 
Fillen hat sich die Reaktion nur wenig geindert. Diese Anderunge: 
halten wir zwar nicht fiir bedeutungslos, doch konnten wir deren U1 
sachen nicht verfolgen. 


II. Aussehen der Fliissigkett. 

Auch den ProzeB der Anderung des Aussehens der Fliissigkeit 
haben wir nicht niher studiert. Das Triibwerden kann als Ursache 
haben erstens das Suspendieren der Mikroben, zweitens das Emulgicren 
deren Abbauprodukte. Wir betonen nur, daB die 2proz. Milchsaure- 
lésung waihrend des ganzen Verlaufs der Versuche vollkommen kia: 
geblieben ist. In einer so starken Saure sind die Bakterien wede: 
suspendiert, noch spielen sich autolytische oder zersetzende Prozesse ab 


III. Lipasewirkung. 

Unser urspriingliches Problem war natiirlich, die Einwirkung le 
pflanzlichen Lipasen zu studieren; doch kamen wir bald zur Uber. 
zeugung, daf die erwaihnte Einwirkung mit einer ganzen Reihe voi 
Nebeneinwirkungen unzertrennlich verbunden ist, ja daB sogar i 
letztgenannten von gréBerer Bedeutung sind als die ersteren. 
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Wir haben naimlich 
beobachtet, daB die Ba- 
zillen in der Lipaseemul- 
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getéteten Bazillen weder in der Lipase noch in gekochtem Wa: 
verschwinden. 

Aus dem Verschwinden der Bazillen in gekochtem Wasser sow ii 
auch aus dem Erhalten derselben, wenn sie getétet wurden, als auch 
daraus, daB es keinen Unterschied zwischen der lebenden und cer 
getéteten Lipase gibt, laBt sich schlieBen, dap die Ricinuslipase keinen 
EinfluB auf die Mycobakterien ausiibt. Dasselbe ist tibrigens von den 
Lipasen des menschlichen Verdauungsapparates bewiesen worden. 

Die Mycobakterien scheinen in der Lipaseemulsion wohl erhalten 
(im Vergleich zu denen in gekochtem Wasser), etwas gequollen (vicl- 
leicht durch die Olsubstanzen der Lipase), die sonst stark farbbaren 
K6rner treten nicht so deutlich hervor. Es erscheinen auch lange, 
fadenférmige Involutionsformen, von denen wir noch sprechen wollen. 

Nach lingerer Zeit unterliegt alles der Autolyse. 

Die Pepsinzugabe erwies sich ohne jeden EinfluB auf die Bazillen 


IV. Autolyse. 

In gekochtem Brunnenwasser war das Bacterium autolysiert. [Hs 
verliert allmihlich seine Farbbarkeit, nach einiger Zeit sieht man 
undeutliche Massen mit unbestimmten Konturen, die nur wenig siure- 
fest sind. In dem Stadium der schlechten Farbbarkeit nach Zie//- 
Neelsen sieht man aber nach Gram-Much die Mikroben noch ganz 
deutlich, obwohl die K6érner viel kleiner sind als normalerweise und 
auch in geringerer Zahl. In diesem Falle wire also die Gramsche Farbung 
der Ziehlschen iiberlegen, was in anderen Fallen bestritten wird. 

Autolyse ist natiirlich eine bekannte Erscheinung bei den Bak- 
terien, doch finden wir wenig dariiber in der Literatur, was die Myco- 
bakterien anbelangt. Von dem menschlichen Tuberkelbazillus lesen 
wir, wie lange er sich am Leben erhalt. Alle Autoren sprechen von 
Monaten, einige sogar von Jahren (s. Léwenstein, S. 110). 

Es bestehen hier bloB zwei Méglichkeiten, nimlich daB der mensch- 
liche Bazillus viel resistenter ist als das Friedmannsche M ycobacterium 
oder daB bei den Versuchen Stoffe einwirkten, die den Autolyseproze|i 
gehemmt haben, wie in unserem Versuche die 2proz. Milchsiéure. Wi 
zitieren nur, daB ,,Schottelius die Lungen von Phtisikern vergrub und 
fand die Bazillen noch nach 21% Jahren infektids“. Auffallend ist 
es auch, wenn wir in Betracht nehmen, daB wir die Bazillen der Tem)e- 
ratur von 37° ausgesetzt haben. Daf es sich in unserem Falle nicht 
um bloBes Auflésen handelt, ergeht daraus, daB den abgetéteten ba- 
zillen ihre Farbbarkeit erhalten blieb. 

Noch eine Bemerkung: In der enormen Tuberkuloseliteratur 
finden wir oft, daB dieses oder jenes Mittel die Tuberkelbazillen auflos' 
wir wissen nicht, ob es sich dabei nicht manchmal um starke Mitwirkung 
der Autolyse handelt. 
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V. Milchsdéurewirkung. 

Es schien uns notwendig, zu erforschen, welche Rolle der in der 
Lipase enthaltenen Milchsiure zukommt. Sie erscheint spontan und 
ibre Kinwirkung 1a4Bt sich nicht ausscheiden, da die pflanzlichen Lipasen 
saure Reaktion erfordern. Wir vermuteten sogar, daB die Tuberkel- 
bazillenlipase (deren Existenz sich schon deshalb vermuten laBt, weil 
die Mycobakterien Lipoide fiihren, und ist auch von Carriére bewiesen 
worden) auch in saurem Milieu einwirken wird, da sie auch als eine 
pflanzliche Lipase zu betrachten ist, und da®B deshalb die Milchsiure 
einen aktivierenden EinfluB ausiiben kénnte. Wir erwaihnen, daB bei 
der spontanen Autolyse in gekochtem Wasser eine ziemlich starke 
Siuerung eintritt. Es wird auch sonst viel tiber den EinfluB der Milch- 
siure auf die Tuberkelbazillen (nicht den Friedmannschen Bazillus) in 
positivem oder negativem Sinne geschrieben (Lowenstein, 8. 430). 

So wurde die Milchsiure in zwei Konzentrationen angewendet, 
einer schwachen, etwa 0,02 proz., und einer starken, etwa 2 proz. Unsere 
Erwartung hat sich bloB teilweise erfillt. Die schwache Siure hat 
den AutolyseprozeB nicht aktiviert, wie wir erwartet haben, sondern 
im Gegenteil verlangsamt. Auf die durch Wirme getéteten Bazillen 
lieB sich kaum ein EinfluB beobachten, woraus wir schlieBen, daB es 
sich bei den lebenden Bazillen um nichts anderes handelt als um die 
Autolyse, die durch die 0,02 proz. Milchsiure verzégert wurde im Ver- 
gleich zur Autolyse in gekochtem Wasser. 

Unsere zweite Erwartung hat sich erfiillt. Wir dachten, daB die 
starke Siure den enzymatischen ProzeB der Autolyse hindern wird, 


was sich auch bestiitigt hat. Die Bazillen waren in der 2proz. Milch- 


siure wie konserviert, ihre Farbbarkeit nach Ziehl und Gram war voll- 
kommen in der Zeit, wo die Bazillen in gekochtem Wasser schon auto- 
lysiert waren. 

Durch Einwirkung von organischen Sauren erkliren wir uns den 
oben zitierten Fall der 2144 Jahre langen Erhaltung der Tuberkelbazillen 
in vergrabenen Phtisikerlungen. 


VI. Involutionsformen. 


In det schwachen Milchséure und in der Lipascemulsion beobachteten 
wir lange Involutionsformen. Wir haben solehe Formen mehrere Male 
wihrend unserer Arbeit an den Friedmannschen Bazillen gesehen. Immer 
war es unter ungiinstigen Bedingungen fiir die Mikroben, und in jedem 
Fall unter anderen Umstinden. Einmal sind sie entstanden in schwach 
alkalisierter Lipase (nicht in dem in der Tabelle erwahnten Versuche), ein 
anderes Mal in einer Bouillonkultur, die fiir eine kurze Zeit auf 65° erhitzt 
wurde. Solche Formen sind immer schwacher farbbar, eher rosa als rot. 
Nach Gram gefarbt erscheinen sie als eine Reihe kleiner Korner (kleinerer 
als normalerweise). Sie dauern nur eine kurze Zeit aus, wir konnten die- 
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selben 5 Tage spiiter nicht mehr beobachten. Welche Ursachen es wai 
die diese Formen hervorgerufen haben, kénnen wir nicht sagen. 

Es ist fraglich, ob wir aus diesen Formen auf die Verwandtsc! 
unseres Mycobacterium mit den Aktinomyceten schlieBen kénnen. Das 
verlingerte Mycobacterium aihnelt wirklich einem Stiickchen Actinomy: 
faden, was die Breite und die Firbbarkeit anbelangt. Es sind mel 
Male bei den Tuberkelbazillen und auch anderen M ycobakterien verlange: 
auch verzweigte Formen beobachtet worden. Wir haben Verzweigung 
nicht gesehen. Die Versuche von Babes und Levaditi werden Ofters erwiih 
Wir weisen auf die Besprechung des Problems in Lieskes Monograp):i 
hin. Unsere Meinung ist, da unter den teratologischen Formen ein 
atavistischen Charakters sein kénnen; welche es aber sind, das ist s 
schwierig zu beweisen auch bei den héheren Organismen und fast unmdglic! 
bei so einfachen Formen, wie es die Bakterien sind. 


VII. Sdurefestigkeit, Gramfarbbarkeit,, Muchsche Granula. 

Zu diesem, bisher nicht gelésten Problem, haben wir nur das zu | 
merken: Erstens, da vollkommen parallel mit dem Verschwinden der 
einen Farbbarkeit auch die andere verschwindet. Zweitens, daB dieselbe 
Mikroben (besonders die stark autolysierten) nach Gram-Much immer 
deutlicher gefarbt erscheinen, obwohl die Kérnchen in diesem Stadium 
klein sind und in geringer Zahl vorkommen. 

Gut isolierte Muchsche Granula haben wir in unseren Versuchen nie 
beobachtet (wir sagen nicht, daB ihre Existenz in vitro und bei Friedman) 
schen Bazillen behauptet worden ist). Aus den zwei oben erwihnten Griinden 
méchten wir vielleicht schlieBen, daB es sich bei den beiden Farbungen urn 
zwei verschiedene Stoffe handelt, die aber innigst verbunden, mdgliche: 
weise durchgemischt sind. 


Zusammenfassung. 
1. Das Friedmannsche Mycobacterium wird in gekochtem Wasser 
bei 37° in 2 bis 3 Wochen unter saurer Reaktion autolysiert. 
2. Ricinuslipase hat keine Fahigkeit, das Bacterium aufzulésen, 
woraus es sich schlieBen laBt, daB die Saiurefestigkeit nicht an leicht 


hydrolysierbare Lipoide gebunden ist. 

3. Schwache Milchsdiure verlangsamt den Autolyseproze8. 

4. 2proz. Milchsiure konserviert das Bacterium fiir lange Zeit 

5. Unter Umstiinden bildet das Bacterium lange, fadenférmige 
Involutionsformen. 

6. Verlust an Saurefestigkeit geht parallel mit dem Verlust der 
Gramfarbbarkeit. 
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Polysaecharide. XVIII‘). Das Lichenin. 


Von 
P. Karrer und B. Joos. 


(Aus dem chemischen Universitatslaboratorium in Ziirich.) 
(Eingegangen am 7. Februar 1923. 

Das in den Membranen von Cetraria islandica enthaltene Lichenin 
(,,Flechtenstiirke, ,,Moosstirke*) laBt sich, nach Abtrennung der 
Flechtensiuren, durch kochendes Wasser der Islandflechte entziehen. 
Beim Erkalten des Extraktes scheidet es sich als Gallerte aus, die mit 
Stirke verglichen wurde; dieser Umstand hat ihm den Namen Flechten- 
stirke eingetragen [ Berzelius*)}. 

Die chemische Natur des Lichenins und seine Beziehung zu anderen 
Polyosen sind trotz zahlreicher Untersuchungen, die sich iiber fast 
100 Jahre erstrecken, bis heute unbekannt geblieben. Die Total- 
hydrolyse liefert ausschlieBlich Traubenzucker*); die Angabe von 
Escombe*), daB auch Galaktose am Aufbau des Lichenins beteiligt sei, 
konnte von anderen Forschern nicht bestitigt werden. Durch die 
Furfurolreaktion sind angeblich etwa 2°, Pentosan in diesem Kohlen- 
hydrat nachgewiesen worden®), 

Die Untersuchung, die wir am Lichenin begonnen haben, hat 
zu einem iiberraschenden Ergebnis gefiihrt. Sie zeigt, daB Lichenin 
der gewohnlichen Cellulose sehr nahe steht. 

Bei der Acetolyse des Lichenins bei 120° erhielten wir Octacetyl- 


cellobiose ; die Ausbeute ist ahnlich derjenigen, die man unter denselben 
Umstiinden aus Cellulose gewinnt. Doch bediirfen die Ausbeutebestim- 
mungen noch der Erginzung durch weitere Versuche. 


1) XVII. Mitteilung Helv. 5, 832, 1922. 

*) Schweiggers Journ. 7, 342, 1813; Ann. de Chim. 90, 277, 1814. 

3) Klason B. 19, 2541, 1886; Bauer, J. pr. 34, 46, 1886; Honig und 
Schubert, M. 8, 452, 1887; G. Nilson, C, 2, 942, 1893; K. Miiller, H. 46, 277, 
1905; Ulander und Tollens, B. 39, 401, 1906; FE. Poulsson, C. 2, 154, 1906. 

4) H. 22, 294, 1896. 

5) Ulander und Tollens, |. ce. 
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Acetylbromid fiihrt durch langere Einwirkung bei 40° Lich: 
teilweise in Acetobromcellobiose iiber; die Ausbeute an dieser \ 
bindung ist aber ebenso schlecht, wie wenn gewodhnliche Cellulose 
Ausgangsmaterial Verwendung findet?). 

Licheninacetat [C,H ,4O,;(COCH,).! 1aBt sich genau wie Cellulo 
acetat bereiten. Die spezifischen Drehungen beider Acetate sid 
identisch. Wir fanden: Licheninacetat [al — 23,89 (in 90 
CHCl, + 10% CH,OH); fiir gutes Celluloseacetat sind die Angaben 
der Literatur, die wir bestatigt gefunden haben, —23 bis — 24°?) 


Licheninacetat gibt beim Umsatz mit Phosphorpentabromid etwas 
Aceto-1,6-dibromglucose; es verhalt sich darin wie Celluloseacetat 


Aus Licheninacetat lassen sich sehr gute Filme herstellen; aw 
darin zeigt es keine Abweichung von dem Verhalten des Cellulose- 
acetats. 

Lichenin ist in verdiinnten Laugen léslich, eine charakteristisc}. 
Kigenschaft vieler polymerer Kohlenhydrate, die man z. B. auch bei 
den kristallisierten Amylosen trifft. Sie zeigt tibrigens erneut, dai 
die Alkalicellulosen nicht als Adsorptions-, sondern als Molekiil- 
verbindungen aufzufassen sind, worauf frither schon hingewiesen 
worden ist. Das Natriumhydroxydlichenin ist schwierig in einiger- 
maBen konstanter Zusammensetzung und undissoziiertem Zustan«: 
gewinnbar, denn es bedarf zur Lésung ziemlich grober Mengen Wasse: 
Beim Umfillen scheint daher bereits partielle Dissoziation einzusetzcn 
Der Natriumhydroxydgehalt betrug bei zwei Priparaten 8,3 uni 
10,3°%, wahrend sich fiir die Formel (Cy, Hy) 04) NaOH), 10,9% NaO tl 
berechnen. 

Lichenin reduziert Fehklingsche Lésung nicht stirker als Cellulos: 
d. h. nur spurenweise. 

Endlich deuten auch andere Angaben, die schon in der iltercn 
Literatur erwihnt sind, auf die nahe Verwandtschaft des Lichenins 
mit der gewéhnlichen Cellulose. Das Lichenin ist optisch inaktiv bz. 
seine optische Aktivitat ist so klein, daB sie nicht beobachtet werden 
kann‘); ebenso verhalt sich bekanntlich die Cellulose. Licheninlésuny 
wird durch Jod nicht gefarbt, wohl aber nimmt festes Lichenin unte! 
dem EinfluB einer Jodlésung schwarzblaue Farbe an, sie kann in 
dessen nicht als typisch fiir Lichenin gelten, denn ,,sie tritt ebenso 


1) P. Karrer und Fr. Widmer, Helv. 4, 700, 1921. 

2) Licheninacetat sollen schon Husemann und Hilger hergestellt haben ; 
die Originalliteratur ist uns nicht zugiinglich. Die Pflanzenstoffe, 2. Aufl.. 
Seite 129. 

3) P. Karrer und A. P. Smirnoff, Helv. 5, 187, 1922. 

4) Ulander und Tollens, B. 39, 401. 1906. 
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ein, Wenn man statt Lichenin ein Haufchen zerriebenes Filtrierpapier 
anwendet!** [Salkowski*)]. 

Die Fermente des Pankreas, pflanzliche Diastase und Speichel 
vreifen Lichenin ebensowenig an”) wie die Cellulose, dagegen ist Lichenin 
der bakteriellen Zersetzung zuginglich®) und liefert dabei, wie Cellulose, 
Essigsiure, Propionsiure, Buttersiure und Milchsiure. 

SchlieBlich fehlt auch die geringe Furfurolabspaltung, die beim 
Kochen des Lichenins mit konzentrierter Salzsiiture beobachtet worden 
ist, bei der Cellulose nicht. Man fiihrt sie in letzterem Falle entweder 
auf eine kleine Beimengung von Pentosanen oder auf einen kleinen 
Gehalt an Oxycellulose zuriick; wahrscheinlich ist beim Lichenin die 
Ursache der Furfurolbildung dieselbe. 

Lichenin und Cellulose unterscheiden sich somit vornehmlich nur 
in ihrer physikalischen Beschaffenheit: Lichenin ist in heiBem Wasser 
als Kolloid léslich, Cellulose nicht. Die Differenzen liegen in derselben 
tichtung wie diejenigen von Starke und Glykogen, und man kann 
daran denken, daf sie auch in beiden Fillen durch ahnliche Ursachen 
bedingt sind (verschiedener Dispersitiitsgrad oder Polymerisationsgrad / 
Jeimengungen ?), Jedenfalls bietet das Paar Lichenin-Cellulose eine 
Bestatigung der von dem einen von uns wiederholt ausgesprochenen 
Auffassung, daB der physikalische Zustand, in dem wir die polymeren 
Kohlenhydrate antreffen, keinen Anhaltspunkt fiir deren chemische 
Natur und MolekiilgréBe geben kann. 

Der Name ,,Flechtenstirke’ oder ,,Moosstirke hat fiir Lichenin 
keine Berechtigung mehr. Will man ihn ersetzen, so wird Flechten- 
cellulose die geeignete Bezeichnung sein. 

Beim bakteriellen Abbau der gewéhnlichen Cellulose ist man 
bisher einer Schwierigkeit begegnet, die darin besteht, dal es nicht 
gelingt, Cellulose in homogener Verteilung bzw. in Lésung der Wirkung 
der Bakterien auszusetzen. Im Lichenin ist jetzt eine Celluloseform 
gefunden, die kolloide Lésungen liefert; wir beabsichtigen, den EinfluB 
verschiedener Bakterien auf solche Lésungen eingehender zu _priifen. 
Ebenso dirfte ernihrungsphysiologischen Versuchen mit Lichenin jetzt 
eine erhéhte Bedeutung zukommen. 

Die Frage liegt nahe, ob andere Pflanzen nicht ebenfalls lichenin- 
ihnliche Celluloseformen fiihren. Ihre eingehende Priifung ist im 
Gange. 

An einigen Versuchen haben sich die Herren A. P. Smirnoff und 
Dr. J. Peyer beteiligt. 





1) EB. Salkowski, H. 110, 158. 
*) Derselbe, H. 104, 105, 1918; Tomihide Shimizu Bio. 117, 241, 1921. 
3) Tcmihice Shimizu Bio. 117, 241, 1921. 
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Experimenteller Teil. 

Das Lichenin haben wir nach dem iiblichen Verfahren aus Cetrayia 
islandica selbst extrahiert. Zu diesem Zwecke wurde das Islindis: 
Moos zuniichst durch wiederholte Behandlung mit heiBem Alkol):| 
und Sodalésung von den Flechtensiuren befreit und hierauf mit Wass« 
ausgekocht. Beim Erkalten der etwas eingeengten Filtrate fiel das 
Lichenin gallertig aus. Es wurde abzentrifugiert, mehrmals gewasc}\) 
und so oft aus heibem Wasser umgelést, bis seine Lésung mit J od 
keine Blaufirbung mehr zeigte und Fehlingsche Lésung nicht me} 
reduzierte. Es ist nicht zweckmabig, die wasserfeuchten Lichenin- 
praparate direkt zu trocknen, da sie hierbei zu einer harten, zalhen 
Masse zusammenbacken. Wir legen sie daher in Alkohol, den wi: 
mehrmals erneuern, dann in Ather und bekommen so ein lockeres 
Pulver, das nach dem Trocknen im Vakuum fiir Umsetzungen sel 
geeignet ist. 

Acetolyse. 

5g Lichenin werden mit 15g Essigsiureanhydrid itibergossen ; 
dazu fiigt man eine Mischung von 7g KEssigsiureanhydrid und 3 ¢ 
konzentrierte Schwefelsiure hinzu, erhitzt nun auf 120° und halt di: 
Masse wihrend einer halben Minute auf dieser Temperatur. Darauf wird 
auf Eis gegossen und der ausgefallene Niederschlag aus Alkohol um- 
kristallisiert. Ausbeute 0,53 g kristallisierte Octacetylcellobiose. 

Nach nochmaligem Umbkristallisieren lag der Schmelzpunkt_ bei 
222°; Mischschmelzpunkt mit Octacetylcellobiose aus Cellulose 222" 
[alp = + 42,0° (Chloroform). 

Eine zweite Acetolyse gab ein analoges Resultat. 

Die Acetylierung des Lichenins kann analog derjenigen von Cellulos 
ausgefiihrt werden. Wir selber gebrauchten ein besonders schonendes 
Verfahren, iiber das wir spiiter Mitteilung machen werden. 

Das Triacetyllichenin ist fast unléslich in Alkohol und Aceton 
gut léslich in Chloroform, besonders wenn diesem noch einige Prozent 
Alkohol zugefiigt werden. Die Léslichkeitsverhaltnisse sind die gleichen 
wie diejenigen guter, nicht abgebauter Cellulosetriacetate. 

Polarisation des Licheninacetats: 

0,1420 g Substanz, 15,1072 g Lésung (90°% CHCl,, 10% CH,OH 


a = —6610, I= Tan, d= 10. 
lalp = —23,86°. 


Die Spaltung des Licheninacetats mit Phosphorpentabromid wurc 
nach der Vorschrift ausgefiihrt, die P. Karrer und Smirnoff fiir den 
Aufschlu8 von Celluloseacetat gegeben haben'). Es wurde etwa- 


1) Helv. 5. 187, 1922. 
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eto-1,6-dibromglucose isoliert, doch war deren Menge in dem einen 


Versuch, der bisher vorgenommen worden ist, etwas geringer als bei 
Verwendung der Acetyleellulose. (Aus 5 g Acetylcellulose 0,2 g analysen- 
reine Aceto-1,6-dibromglucose, wobei nach den Ergebnissen besonderer 
Versuche schiittzungsweise noch 0,5 bis 0,8 g derselben Verbindung in 
den 6ligen Nebenprodukten gelést bleiben.) 

Schmelzpunkt der Aceto-1,6-dibromglucose aus Licheninacetat 
174°, Mischschmelzpunkt mit einem anderen Priparat von Aceto- 
|,6-dibromglucose 174°. 

Lichenin geht unter der Wirkung von Acetylbromid bei 40° teil- 
weise in Acetobromcellobiose iiber. Die Vorschrift, die P. Karrer und 
F. Widmer!) bei den analogen Umsetzungen der Cellulose gegeben 
hatten, wurde auch unseren Versuchen mit Lichenin zugrunde gelegt. 


1) Helv. 4, 700, 1921. 








Uber den Einflu6 des Testikular-Extraktes auf einige chemische 
Eigenschaften des Blutes. 


Von 


D. Alpern. 


(Aus dem Laboratorium fiir allgemeine und experimentelle Pathologie 


der Universitat zu Charkow.) 


(Eingegangen am 15. Februar 1923.) 


Bereits die alten empirischen Beobachtungen von Brown-Séquard 
welche spaiter durch die experimentellen Untersuchungen von Zot/ 
und Pregel, Coprijoti, Lawrinowitsch, Uspensky u. a. bestitigt worden 
sind, haben mit groBer Evidenz den miichtigen dynamogenen Einflu/} 
der Testikularhormone in bezug auf die Erhéhung der Arbeitsfihigkeit 
der Muskeln und der Erhéhung der Nerven- und psychischen Tatigkeit 
bei gesunden und kranken Menschen und Tieren erwiesen. 


Die Forschungen von Zoth haben diese Beobachtungen detailliert, 


indem er es bewies, da die Einspritzung von Hodenextrakt an und fiir 


sich kein Wachstum der Muskelkraft hervorruft, in Verbindung aber mit 
Ubungen eine bedeutende (bis 50 proz.) Erhéhung der Krafte ergibt, welche 
ihren vollen Ausdruck in der Hypertrophie jeder einzelnen Muskelfaser 
findet. Die dynamogenen Eigenschaften der Testikularemulsion sind bei 
den Versuchen von Lawrinowitsch und Uspensky besonders deutlich zum 
Vorschein gekommen. So fand ersterer bei seinen Versuchen mit groBen 
Tieren, daB sie simtlich unter dem EinfluB der Injektionen an Kraft und 
Gewicht zunahmen; auf Grund seiner Versuche mit Miusen, Meerschwein 
chen und Kaninchen kam Uspensky zu dem Ergebnis, daB die Wirkung 
der Hormone der Samendriise in der Steigerung und Kraftigung samt- 
licher Funktionen des Organismus, in der Erhéhung seiner samtlichen 
Lebenskrafte ausgedriickt wird. Ahnliche Data haben auch Meyer berechtigt. 
die Wirkung des Hodenextraktes als eine die assimilatorischen Prozesse 
der Zellen férdernde zu bezeichnen. Viel spiter haben die beweisstarken 
Versuche Nussbaums an Fréschen, welche durch Harms und Steinach 
durchaus bestatigt worden sind, erwiesen, daf die Hormone der Genital 
driisen nicht nur auf die Entwicklung des Genitalapparates, sondern auch 
auf diejenige der Hilfsorgane der Befruchtung einwirken. Den jahrlichen 
Perioden der Sexualtitigkeit bei den grauen Erdfréschen entsprechend, 
unterliegen deren Samenblasen, die Hornhaut ihrer groBen Zehen und die 
Muskeln des Vorderarmes periodischen hypertrophischen Anderungen, um 
nach SchluB dieser Periode wieder zum status quo ante zuriickzukehren. 
Die Entfernung der Genitaldriisen bei den Menschen verhindert das Zu 
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s\andekommen dieser Hypertrophien. Vermittelst Einfiihrung von Teilchen 
der Samendriisen in den Riickenlymphensack solcher kastrierten Frésche 
hat Nussbaum dieselben Erscheinungen, wie sie vor der Kastrierung statt- 
fanden, hervorgerufen, und diese Erscheinungen verschwanden wieder 
nach der Aufsaugung der eingefiihrten Teilchen. Diese Versuche beweisen 
mit geniigender Klarheit den das Wachstum stimulierenden Einflu8 der 
Testikel und gestatten es, dieselben zur Gruppe der Driisen innerer Sekre- 
tion, welche die Assimilationsprozesse im Organismus steigern, zuzuzahlen. 

Die fiir unsere Zwecke interessantesten Forschungen sind diejenigen 
iiber die Anderungen des Mineralstoffwechsels bei Hypo- und Hypersekretion 
der Hoden. Leider ist in dieser Beziehung bisher sehr wenig geschehen. 
So z. B. haben Mossé und Oulié bei Versuchen an zwei Hunden mannlichen 
Geschlechts eine gesteigerte Absonderung von Phosphor im Harn fest- 
gestellt. Weiter haben dieselben Autoren beobachtet, da unter dem Ein- 
fluB des Testikularextraktes das Quantum des Phosphors im Harn noch 
unter den Zahlen der Postkastrierungsperiode gesunken ist. Mc Crudden hat 
bei Versuchen an zwei Hunden miinnlichen Geschlechts keine Herabsetzung 
des Wechsels an Schwefel, Phosphor, Calcium und Magnesium bei Kastration 
gefunden. Im Gegenteil, die Ausscheidung dieser Stoffe war sogar etwas 
gesteigert. Bei seinen Versuchen erzielte Liithje nur eine geringe Herab- 
setzung des Phosphorstoffwechsels. Bei Anwendung von Testikularextrakt 
an verschiedenen Patienten setzte Dr. Chabrie fest, daB das Quantum des 
ausgeschiedenen P,O, verringert wurde. Sehr interessant sind auch die 
Forschungen Karl Dréges, der Versuche an jungen Hunden eines Wurfes 
wihrend der Laktationsperiode unternahm. Die an einem von ihnen vor- 
genommene Kastration rief fast keine Anderungen in dem Gehalt an 
Asche, organischen Stoffen und Wasser im Kérper des Versuchstieres im 
Vergleich zum Kontrolltier hervor. Als einzige Veriinderung kénnte die 
dabei beobachtete, allerdings sehr unbedeutende Verringerung des Gehalts 
an P,O, im Korper gelten. 

Im groBen und ganzen darf auf Grund der angefiihrten Angaben 
gesagt werden. daB die Hormone des Hodens zweifelsohne als Regu- 
latoren des Phosphorstoffwechsels im Organismus wirken, und daB sie, 
wie aus den Untersuchungen der meisten erwihnten Autoren iiber 
Kastraten und bei Injektionen von Extrakt aus der Samendriise hervor- 
geht, lebenswichtige Phosphorverbindungen vor dem Zerfall schiitzen. 
Vielleicht liegt gerade darin die Erklarung des elektiven Einflusses 
der Testikel auf die differenzierteren Gewebe des Organismus — 
das Muskelgewebe und das Zentralnervensystem. In bezug auf den 
KinfluB der Hodenhormone auf den Calciumstoffwechsel kann auf 
die Versuche von Reach hingewiesen werden, welcher bei kastrierten 
Mausemainnchen eine Verarmung ihres Organismus an Calciumsalzen 
feststellte. 

Das Bestreben, den Grund der machtigen dynamogenen Wirkung 


der Testikularextrakte auf den Organismus zu entritseln, hat zu einer 
ganzen Reihe von Untersuchungen auf dem Gebiete der Chemie des 
Hodengewebes gefiihrt. Im Bestande dieses Gewebes sind aufer ver- 
schiedenen EiweiB- und Lipoidstoffen auch Cholin und Dimethy!- 
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guanidin gefunden worden, die im ganzen Organismus ziemliche Ver. 
breitung haben. Dank den Arbeiten von Schreiner und vor allen 
denjenigen von Prof. A. Poehl ist in der Samenfliissigkeit ein besondere 
Azostoff vorgefunden worden, Spermin, welcher eine dynamoge:y 
Wirkung auf den Organismus ausiibt. Uber das Spermin ist sehr vic! 
geschrieben worden, und die Betrachtung der diesbeziiglichen Literatur 
kann unseren Zwecken nicht dienen. Es soll jedoch darauf hingewies« 
werden, daB, wiihrend Poehl selber das Spermin fiir einen miichtigen 
Aktivator von Oxydierungsprozessen analytischen Charakters halt 
Prof. Repreff auf Grund der Sperminliteratur, sowie seiner eigenen 
Beobachtungen iiber dessen Wirkung auf den Gaswechsel bei Tieren 
zu dem SchluB gelangt, daB das Spermin ein Aktivator der Oxydations. 
prozesse in der Zelle ist, und daB er die hauptsiichliche Rolle im Proze(} 
des Schaffens des lebendigen Protoplasmas, d. h. bei synthetischen 
Prozessen, spielt. 

Wie dem auch sei, kann laut den heutigen Anschauungen Spermin 
durchaus nicht fiir ein spezifisches Hormon des Hodens gelten, 
da es auBerdem noch in vielen anderen Organen und Geweben (im 
Blute, in den Leukozyten, in der Leber, im Gehirn) vorgefunden worden 
ist. Andererseits ist seine chemische Natur noch bei weitem nicht 
aufgeklart worden (Otto-Fiirth). DaB zwischen dem Testikularextrakt 
und dem Spermin ein groBer Unterschied vorhanden ist, ist schon 
daraus ersichtlich, daB laut den Angaben von Dr. Uspensky und von 
Sabrares und Riviére ersterer antiseptische Eigenschaften in bezug aut 
die Entwicklung von Mikroben (Rotz und Anthrax) besitzt, wihrend 
iiber Spermin dasselbe durchaus nicht behauptet werden kann, sogar 
nach Meinung des Prof. Poehl selber. 

AuBer Spermin ist im Testikularextrakt, wie Serralach und Parés 
auf Grund ihrer Untersuchungen iiber seine Wirkung auf die Harn- 
blase annehmen, noch ein Stoff unbekannter Struktur enthalten 
welcher durch die Samendriisen sezerniert wird; diesem Stoffe mut 
die Hauptrolle in der innersekretorischen Tatigkeit der Testes zu- 
geschrieben werden, seine chemische Natur aber ist vollstandig un- 
aufgeklart. 

Wie aber die Natur der chemisch wirkenden Stoffe der Samen- 
driise auch sei, auf welche Phase des Stoffwechsels sie auch einwirke: 
mégen, kann doch der SchluB gezogen werden, daB die Anderungen 


in der funktionellen Tiatigkeit der Hoden, ob Hypo- oder Hypersekretion 


auf diese oder jene Weise auf den Blutbestand wirken miissen, da das 
Blut vor allem das Wirkungsfeld von allerhand Hormonen ist, und da 
es in unmittelbarer Beriihrung mit dem die Zelle umgebenden Milic 
sich befindet, selbst erst endlich das Leben dieser Zelle, ihre Schwan- 
kungen nach dieser oder jener Seite wiederspiegeln mu. Die dies- 
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heziigliche Untersuchung des Blutes ist besonders deshalb wertvoll, 
weil das Blut besser als alle sonstigen Gewebe seinen status quo zu 
verteidigen weib, und die Feststellung von in ihm vorgegangenen 
Anderungen fiir den ganzen Organismus bezeichnend ist. Was die 
Kinwirkung von Hodenhormonen auf das Blut anlangt, so muB gesagt 
werden, daB es auBerst wenig derartige Untersuchungen gibt, und daB 
die Mehrzahl dieser Untersuchungen sich vor allem auf den morpho- 
logischen Bestand bezieht. 

Der Zweck vorliegender Untersuchung war es, die Wirkung des 
Testikularextraktes auf einige chemische Eigenschaften des Blutes 
zu studieren. Um dieses zu erzielen, wurde das Quantum Wassers, 
festen Salzes, organischer und anorganischer Stoffe im Blute sowie 
der Gehalt an Phosphor und Eisen in demselben bestimmt, einmal 
bei der Norm und zweimal nach Einfiihrung des Extraktes. Die Ver- 
suche wurden an drei Kaninchen vorgenommen (zwei Miannchen und 
einem Weibchen). Was die Methodik der Forschung anlangt, so war sie, 
kurzgefaBt, wie folgt: 

8 Tage vor Anfang der Versuche wurde das Untersuchungstier 
in einen besonderen Kiifig gebracht. Kaninchen Nr. 1 bekam streng 
abgewogene Portionen Nahrung nach vorheriger Feststellung der 
Quantitait von Hafer, Beten und Wasser, welche zu verzehren das Tier 
imstande war. Bei diesem Versuche wurde auber der Nahrung auch das 
Quantum an Urin und Exkrementen gemessen. Den beiden anderen 
Tieren wurde Nahrung ad libitum verabreicht. Zu Untersuchungs- 
zwecken wurde das Blut aus der groBen Ohrvene, je 5 bis 7 g auf einmal, 
in einen genau auf chemischer Wage abgewogenen Platintiegel ge- 
nommen. Die Methoden des Bluttrocknens und Durchhitzens des 
Satzes koénnen Interessenten dem diesbeziiglichen Aufsatz von Abder- 
halden im Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden (Bd. 5, Teil 1, 
1911) entnehmen. Zwecks Festsetzung des Quantums Eisen und 
Phosphor in der Asche bediente sich Verfasser der Methode, die Aron 
in Abderhaldens Arbeitsmethoden beschrieben hat’). 

Fiir Injektionszwecke diente der Wasserextrakt aus den Samen- 
driisen eines Stieres, von dem bakteriologischen Institut der medi- 
zinischen Gesellschaft zu Charkow hergestellt. Es wurde eine Infusion 
der zerkleinerten Samendriisen eines Stieres in Kochsalzlésung in 
einem Verhiltnis von 1:4 gemacht. Der Extrakt wurde ohne Ein- 
wirkung einer hohen Temperatur von Eiweif} befreit und durch eine 
Berkefeldkerze filtriert. Die Reaktion war eine amphotere. Das 
Quantum des bei den zwei ersten Versuchen subkutan eingefiihrten 
sterilen Extraktes war 0,2 pro Kilogramm Gewicht des Tieres, bei 


1) Auch N. Krasowski und M. Pawlow, Chark. Med. Journ. 1914. 
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dem letzten Versuche wurde die halbe Dosis, d. h. 0,1 pro Kilogram: 
intravenos eingefiihrt. 
Versuch 1. 


Kaninchenmannchen, Gewicht 2250g, erhielt Hafer, Beten und 
Wasser ad libitum. Vorhergehende Beobachtung im Laufe von 6 Tagen. 
Am 6. Mai wurde zum ersten Male Blut zu Untersuchungszwecken ¢ 
nommen und nach 2 Tagen die erste subkutane Injektion von 0,2 Testi- 
kularextrakt gemacht, die nichste Injektion erfolgte tags darauf, und 
dann wurde zum zweiten Male Blut aus dem Ohre zwecks chemischer 
Analyse genommen. Nach fiinf Injektionen wurde zum dritten Male Blut 
genommen. Wiahrend der ganzen Injektionszeit fiihlte sich das Tier offen- 
bar gut, nach seiner erhéhten Munterkeit zu urteilen. 

Der Gehalt an Wasser im Blut hatte sich, wie aus Tabelle I ersichtlicii, 
nach den ersten zwei Injektionen fast gar nicht geandert, nach der fiinften 
Injektion war er um 0,92 pro hundert Teile Blutes gesunken, d.h. um 
1,08 &% der anfainglichen Héhe. Die Quantitat fester Stoffe hatte sich nach 
fiinf Injektionen in einer Héhe von 5,43% des anfianglichen Quantuns 
geaindert, wobei diese Erhéhung sich auf die organischen Stoffe und Aschen- 
teile bezog; letztere hatten sich bereits wihrend der ersten Periode auf 
Kosten der organischen Stoffe vermehrt. 


Tabelle I. 





Gehalt Gehalt an | Gehalt an Beziehung des 
an festen organischen Volumens der 
Formenelemente 
entnahme zum Plasma 


lo %o ‘lo 


Zeit der Wasser: 


Zustand des Tieres Blut: gehalt Stoffen Stoffen Asche 


ere Pw) 84,92 15,08 14,38 0,70 43/57 
Nach zwei In- 
_ jektionen. . aw 84,92 15,08 14,172 0,808 
Anderung 

(+u.—).. — 0,108 | + 0,108 
Nach finf In- 

jektionen . , can 84.0 15,9 15,01] 0,89 
Anderung 
— 0,92 -+- 0,82 | 0,63 + 0,19 


Die Bestimmung des Volumens der Formenelemente im Blute und 
des Plasmas wihrend der Norm und nach den Injektionen hat erwiesen, 
daB in beiden Fallen eine Verringerung um 4,6% der anfanglichen Hohe 
erfolgte. Dieses gestattet uns zu denken, da entweder die Anzahl der 
K6rperchen unter dem EinfluB der Injektionen oder das Volumen eines 
jeden von ihnen sich verringerte. Da die Untersuchung des morphologischen 
Bestandes des Blutes beim selben Tiere erwies, da die Anzahl der Erythr: 
zyten nicht verringert worden war, sondern eine Tendenz zum Wachsen 
zeigte, so mu angenommen werden, da jedes Korperchen eine Volume: 
einschrankung erlitt. — Auf Kosten welcher Salze die Erhéhung des Prozent- 
gehalts an Asche erfolgte, kann zum Teil aus Tabelle II, wo die Ergebnis-: 
der Aschenanalyse in bezug auf Phosphor und Eisen verzeichnet sind, 
ersehen werden. 
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Tabelle IT. 





‘ iit Zeit der Eisengehalt Phosphorgehalt 
Zustand des Tieres Bi stentneleinn ; : 


Ree, fn ee oe 2 0,0389 0.0550 
Nach zwei Injektionen . a 2 0.0389 0.0606 
Anderung (+ u. —). . — L 0.0056 
Nach fiinf Injektionen , Ev 0.0390 0.060 
Anderung (+ u. —). . L 0,005 


Wie aus der Tabelle ersichtlich, hat sich der Gehalt an Eisen itiberhaupt 
nicht geiaindert, und die Erhéhung des Phosphorquantums kann die ganze 
Erhodhung an Aschengehalt bei weitem nicht decken. 


Versuch 2. 

Kaninchenweibchen von 3000 g Gewicht. Erhalt zur Nahrung Hafer, 
Beten und Wasser, erst ad libitum, wobei vermittelst taglichen Messens 
des zuriickbleibenden Quantums das Gewicht der eingefiihrten Nahrung 
bestimmt wird, und auf diese Weise kann die normale Nahrungsration des 
Tieres wihrend der vorhergehenden Beobachtungen bestimmt werden. 
Nach 8 Tagen wurde erstmalig das Blut zwecks chemischer Analyse ge- 
nommen und 2 Tage spiiter die erste subkutane Injektion von Extrakt aus 
der Samendriise (0,2 pro Kilogramm Gewicht) in die Bauchgegend gemacht. 
Nach den ersten zwei Injektionen wurde nochmals Blut zur chemischen 
Analyse entnommen und zum dritten und letzten Male nach fiinf Injek- 
tionen, die jeden zweiten Tag vorgenommen worden waren. Im Laufe der 
ganzen Injektionsperiode konnte man eine merklich gesteigerte Munterkeit 
des Tieres beobachten, welche sich in einer im Vergleich zur vorhergehenden 
Jeobachtungsperiode bedeutend gréBeren Beweglichkeit auBerte. Es folgen 
hier die Durchschnittszahlen des Gewichts des Tieres, der Quantitaten 
der verzehrten Nahrung und der ausgefiihrten Exkremente und Urins, 
sowohl wihrend der vorherigen Beobachtung, wie wiahrend der Injek- 
tionsperiode: 





Gewicht Hafer Beten Exkremente 


g - . ~ 


ee 3000 130 200 120 10 
Injektionsperiode . . . 3000 130 200 95 12 


Auf diese Weise hat sich im Laufe der ganzen Zeit das Gewicht gar 
nicht geindert, ebenso die Nahrungsration, nur ist das Quantum des aus- 
gefiihrten Urins etwas herabgesetzt worden. Die Ergebnisse der Analyse 
des Blutes auf den Gehalt an Wasser, an festen, organischen und Aschen- 
teilen ist aus Tabelle III ersichtlich. 

Das Quantum Wasser hat sich beide Male nach zwei- und fiinffacher 
Injektion gar nicht geiaindert, dasselbe bezieht sich auch selbstverstindlich 
auf den Gehalt an festen Stoffen. Die Bestimmung der Volumen der Formen- 
elemente des Blutes hat deren Verringerung bei den Kérperchen wihrend 
der Injektionsperiode festgestellt. 
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Versuch 3, 

Kaninchenmannchen von 1550 g Gewicht erhalt Nahrung ad libitu 
Wihrend der ganzen Beobachtungszeit vor den Injektionen keine A 
weichungen von der Norm zu verzeichnen. Am 5. April erstmalige Bl 
entnahme zwecks chemischer Analyse. Dem Tiere wird Extrakt aus de 
Samendriise in die Ohrenvenen eingespritzt, und zwar in einem um die Nor 
Halfte geringeren Quantum als bei beiden vorhergehenden Versuchen, Nae 
d. h. 0,1 pro Kilogramm Gewicht. Blut wurde nur noch einmal nach zwei Knd 
Injektionen am 12. Juni zwecks Analyse entnommen. 











Tabelle IIT. steh 
nera 
triff 

, lassars Gehalt Gehalt an ‘che Bezichung des | 
Fustend des Tierce Zeit der beta an festen  organischen : psed yg Volumens der ZUW' 
soni pata Pacis ree Blut: Stoffen Stoffen Formenelement Eerh 
| entnahme ; Fe zum Plasma 
% Fo Yo sach 
extr 
Metis. gious BB. VN, 83,08 16,92 16,13 0,79 44/56 zum 
Nach zwei In- kam 
_ jektionen . . 27. V. 83,08 16,92 16,11 0,81 37/63 erkli 
Anderung gesu 
(+u.—).. — 0,02 ita x-aall Sibel tshe und 
Nach fiinf In- 
_ jektionen . . .VI. | 83,10 16,89 16,05 0,84 37/63 
Anderung ‘adi 
es wae 10.02 — 003 | — 008 | +005! —7/- le 
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Tabelle IV. Zwe 
gele; 

: ia Zei Fisenge Phos sehal oehe 
Zustand des Tieres Shaminaben oe oon ate z go 
¢ b 
PN 65 i Aree ee 0 0,032 41 0,0336 
Nach zwei Injektionen . $39 0,035 73 0,04 

Anderung (+ u. —). . + 0,003 32 + 0,0064 Nt d 
. e er: 
Nach fiinf Injektionen . me a 0,036 6 0,0416 such 

Anderung (+ u. —). . + 0,004 19 + 0,008 
l 
Tabelle V. 9 
Zeit der | Wasser Gehalt Gehaltan Gehaitan  Beziehung des 3 


gehalt an festen | organischen’ Asche Volumens der 
Stoffen toffen Formenelemente 
zum Plasma 


Zustand des Tieres Blut- 

entnabme 
Of, 0/, o}, % 

Gese 

Notm oa4 46. 5. VI. | 83,63 16,37 15,28 1,09 normal wacl 

Nach zwei In- r 

, jektionen. . 12. VI.| 83,55 16,45 15,34 1,11 unverandert § ©" 
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(+ ue—).. —0,08 + 0,08 | + 0,06 + 0,02 unveriindert FP oy, 
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Tabelle VI. 





Zeit der Eisengehalt Phosphorgehalt 


Zustand des Tieres Blutentnahme 


NOOR: fc. Berean emg VI. 0.0355 0.0429 
Nach zwei Injektionen . 2. VI. 0.0367 0.055 
\nderung (+ u. ee L 0.0012 0.0121 


Die Ergebnisse der chemischen Analyse des Blutes sind aus oben- 
stehender Tabelle V ersichtlich. Der Wassergehalt ist nur ganz unbedeutend 
herabgesetzt. Was den Gehalt an Phosphor und Eisen in der Asche be- 
trifft, so ist im vorliegenden Falle, wie aus Tabelle VI ersichtlich, ein Eisen- 
ziwachs um 1,4% des Anfangsquantums zu verzeichnen, wie auch eine 
Erhéhung des Phosphorgehalts um 28°, gegeniiber der Norm, eine Tat- 
sache, die, wie aus den von einigen Autoren bei Injektionen von Testikular- 
extrakt vorgenommenen Untersuchungen des Blutgehalts  ersichtlich, 
zum Teil durch die eintretende Leukozytose erklart werden kann. Jedoch 
kann eine so starke Erhéhung des Phosphorgehalts dadfrch allein nicht 
erklart werden, der Grund dazu mu in den anderen Teilen des Blutes 
gesucht werden, welches in unmittelbare Beriihrung mit vielen Geweben 
und Organen kommt, die phosphorhaltige Stoffe ganz besonders bendétigen. 

Die auf Grund der drei Versuche gewonnenen Ergebnisse sind 
jedoch quantitativ ungeniigend, um irgendwelche bestimmten Schliisse 
zichen zu diirfen; doch stimmt die Standigkeit einiger Veriinderungen 
unter dem Einflu8B der vorgenommenen Injektionen geradezu ins Auge. 
r, - y ° ° e ° " 

Zwecks gréBerer Ubersichtlichkeit werden hier Gesamttabellen vor- 


gelegt, welche die prozentualen Anderungen des chemischen Blut- 
gehalts im Vergleich zur Norm ausdriicken. 


Tabelle VII. 





Nr.des  Anderung des Anderung der Anderung Anderung des | Anderung des 
Vers Wassergehalts festen Stoffe der organischen Aschenquantums Volumens der 
suchs Stoffe “ormenelemente 


0/, Ol, ) % 


0 


0 — (— 1,08) 0 — (+ 5,43) — 0,74: +- 15,4: 
4,38 + 27,1 

0 — (+ 0,02) | 0 — (— 0,18) — 0,12: | 253: 

— 0,49 + 6,33 

— 0,09 + 0,48 + 0,39 1,83 


Was die festen Stoffe anlangt, so muB gesagt werden, da} deren 
Gesamtgehalt im ganzen Blute wihrend der Injektionsperiode ge- 
wachsen ist, mit Ausnahme des Versuchs Nr. 2, bei welchem eine 
sehr geringe Herabsetzung zu verzeichnen ist; dabei fallt die Erhéhung 
(les quantitativen Gehalts an festen Stoffen bei Versuchen 1 und 3 
sowohl auf die organischen wie auf die anorganischen Stoffe des Blutes. 
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In prozentualer Beziehung sind letztere bedeutend erheblicher als « 
organischen gewachsen, und im Versuche Nr. 2 ist ein derartiger 7.1. 
wachs ausschlieBlich auf Kosten der anorganischen Stoffe gescheh: 


Tabelle VIII. 





Nr. des  Anderung des Eisen- Anderung des Phosphor: 
Vers gehalts gehalts 
suchs ) 


0—0 (+ 10,18) — (+ 9,09) 
10,2) — (+129) (+19) —(4 238 ) 
14 28,2 


Wenn wir uns zur Betrachtung der Asche in bezug auf ihren Gehalt 


an Eisen- und Phosphorsalze wenden, so sehen wir aus Tabelle VII! 


daB erstere nicht merklich erhéht sind; nur bei Versuch 2 ist der Prozent 
gehalt um etwas iiber 10°, gestiegen, und im Versuche 3 um 1,4 
nach einmaliger Injektion. Eine derartige Erhdhung des Eisengehal's 
muBs vor allem auf Rechnung des Haimoglobins gesetzt werden, wi 
auch Dr. T'scherkess bei parallelen Versuchen mit Injektion desselben 
Extraktes einigen Zuwachs an Hamoglobin beobachten konnte, was 
vollstandig mit den von Jean erzielten Ergebnissen iibereinstimm| 
Am deutlichsten ist ferner der im Verhaltnis zur Norm gestiegene 
Prozentgehalt an Phosphor im Blute zu ersehen, welcher bei Versuch | 
etwa 10° des anfinglichen Quantums bildet und im letzten Versuch: 
sogar die Héhe von 28°% erreicht. 
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Zur Frage der Beziehung der inneren zur iuberen Sekretion. 


I. Mitteilung. 


Zur Frage iiber den EinfluB8 der Driisen innerer Sekretion 
auf die Absonderung des Magensaftes. 


Von 


D. Alpern. 


(Aus dem Laboratorium fiir allgemeine und experimentelle Pathologie 
der 'Tierarztlichen Hochschule zu Charkow.) 


(Eingegangen am 15. Februar 1923.) 


Unter den Fragen, die mit der Bedeutung der endokrinen Driisen 
in der Okonomie des tierischen Organismus zusammenhingen, ist der 
Frage tiber die Wechselbeziehungen der Inkrete mit der sekretorischen 
Tatigkeit des Verdauungsapparates viel zu wenig Beachtung zuteil 
geworden. 

Und doch kommen in der Pathologie der Driisen mit innerer Sekretion 
unter den klinischen Symptomen immer wieder Erkrankungen, An- 
deutungen einer St6rung der Verdauungsorgane vor, die sich in einer 
funktionellen Stérung der sekretorischen oder motorischen Funktionen aus- 
driicken. Besonders bekannt ist in letzter Zeit die Verbindung geworden 
zwischen den Erkrankungen der glandula thyroidea, deren Hypo- oder 
Hyperfunktion, und der Stérung der sekretorischen Arbeit des Magens, der 
pankreatischen Driise oder der Diarme. Die haufigen Diarrhéen, welche den 
morbus Basedowi begleiten, sind Beispiele einer derartigen Verbindung, 
und eingehendere Untersuchungen (Miesowicz, Gautier, Wolpe, Curschman, 
Méller, Chvostek, Weil und Biedl) haben eine tatsichliche Abhangigkeit 
der Stérungen in der Arbeit der Verdauungsdriisen von den Erkrankungen 
der endokrinen Organe (der Thyroidaldriise, der Parathyroiddriise, der 
Hypophyse, der Nebennieren) festgestellt. Grote hat in diesem Sinne sogar 
eine Gruppierung der Wechselbeziehungen zwischen der Pathologie der Driisen 
mit innerer Sekretion und der Verdauungstiatigkeit vorgenommen und aus- 
gefiihrt. So z. B. besteht die erste Gruppe aus denjenigen Fillen, bei welchen 
zuerst eine Erkrankung der Driisen erfolgt, und spater unter den Symptomen 
dieser Erkrankung Stérungen in den Funktionen des Verdauungsapparates 
vorkommen, wie z. B. Diarrhée bei morbus Basedowi, Achylie, bei morbus 
Addisoni, Obstipatio, bei Akromegalie; zur zweiten Gruppe gehéren die 
Neurosen, welche von den Stérungen in der Tatigkeit der endokrinen 
Driisen abhangig oder zugleich mit jenen ein Ergebnis irgendwelcher 
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pathologischer Zustande sind: so z. B. die Thyreotoxikosen und die Mag: 
neurosen, welche im Laufe des Krieges zur Beobachtung kamen (Caro w 
Strauss). Zur dritten Gruppe endlich gehéren die Stérungen in den end 
krinen Driisen, welche eine Folge der Krankheiten des Magen- und Dan 
apparates sind (Peiser u. a.). Fiir uns bieten natiirlich vor allem die beide: 
ersten Gruppen ein Interesse, da sie das Vorhandensein einer Verbinduny 
zwischen der Tatigkeit der endokrinen Driisen und den Verdauungs. 
driisen unzweifelhaft beweisen, und den Gedanken bekriftigen, daf d. 
Experiment dazu berufen ist, diese Verbindung bloBzulegen, und dadur 
viele bisher unverstandliche Symptome klinischer Erkrankungen aui- 
zukliren. Dies wire die eine Seite der Frage. Andererseits muB noch auf 
den Umstand hingewiesen werden, da®B die Forscher der Jetztzeit nicht 
ohne Grund eine groBe Bedeutung in der Herkunft der Erkrankung: 
des Verdauungsapparates den konstitutionellen Eigenheiten zuschreiben, 
ganz besonders den Erscheinungen der Sympathico- und Vagotonie (Bau« 
Martius und Brugsch). Da die Bedeutung der Driisen mit innerer Sekretion 
in der Konstitution des tierischen Organismus zur Geniige nachgewiesen 
worden ist (Pathologie des Wachstums und der Entwicklung), so ist auf 
diese Weise die Verbindung dieser Driisen auch mit der auBeren Sekretion 
des Verdauungsapparates ganz unzweifelhaft, denn die allgemeine Kon- 
stitution stellt eine Summe der Teilkonstitutionen der einzelnen Organe 
und Gewebe dar (Gesetz von Martius). AuBerdem ist der Mechanismus 
der Funktionen der Verdauungsdriisen selber, besonders der Magendriisen, 
bisher bei weitem nicht geniigend erforscht worden, und die tieferen Griinde, 
die diese Sekretion bedingen, bleiben noch immer unklar. Letzterdings 
ist eine groBe Bedeutung in dieser Beziehung den Hormonen zugeschrieben 
worden, d. h. den Produkten der Lebenstiatigkeit der Zellen (hauptsichlich 
eiweiBlichen Ursprungs), welche sich standig im Blute befinden und die 
aiuBere Sekretion der Verdauungsdriisen sichern!). Unter diesen Hormonen 
wird eine besondere Bedeutung dem Carnosin, Carnitin, Methylguanidin 
und einigen anderen (Krimberg) zugeschrieben, welche in dem Muskel 
gewebe vorgefunden worden sind, wobei es heiBen soll, daB deren stiindiges 
Ubertreten in das Blut die Arbeit der Verdauungsdriisen bedingt. Ohne auf 
die Betrachtung der in dieser Beziehung erhaltenen Data naher einzugehen. 
soll hier bemerkt werden, da die Bedeutung der Inkrete, welche bisher 
in diesem Sinne fast gar nicht erforscht worden ist, zweifelsohne eine sehr 
groBe ist, vielleicht gerade in der Form eines regulierenden Einflusses auf 
die Impulse, die in der Driisenzelle durch die obenerwaihnten Hormone 
hervorgerufen werden, oder einer Regulierung der Verarbeitung dieser 
Hormone. In jedem Falle ist die Wichtigkeit der Erforschung des hier 
angedeuteten Problems schon durch das zur Frage gehérende, wenn auc!: 
vereinzelte Material, welches friiher gewonnen worden war, sowie durcli 
die unten angefiihrten Data erwiesen. 


Zur Verfiigung des Verfassers standen zwei é6sophagotomierte Hund: 
mit Magenfistel, an denen die Operation nach dem Verfahren vor 
J.P. Pawloff vorgenommen worden war. Vor Anfang der Unter 


1) Ganz in demselben Sinne ist die Theorie der Magensaftsekretio 
von Bicstel (PreuB. Akad. d. Wissensch. 1910), nach der das Nervensysten 
auf einer chronisch durch Blutsekretine gereizten Driisenapparatur spielt 
Das schlieBt nicht aus, da auch das Nervensystem zum Teil unté 
Hormonwirkungen steht. 
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suchungen mit Extrakten aus den Driisen innerer Sekretion wurde 
an jedem der Hunde eine Reihe vorhergehender Versuche vorgenommen, 
und zwar zwecks Feststellung des Durchschnitts der Quantitat und 
der Qualitat des bei der Scheinernihrung im Laufe einer Stunde (oder 
auch mehr) hervortretenden Saftes, wobei selbstverstandlich wihrend 
der Versuche mit Extraktinjektionen und ohne dieselben die Tiere in 
sireng bestimmte Bedingungen kamen. Gewdéhnlich wurde der Saft 
hei Scheinernahrung mit Fleisch wahrend 1 Stunde gesammelt; die 
Messung des Quantums erfolgte alle 5 Minuten. Der Gehalt an all- 
gemeiner Saiure und Pepsin wurde nach der Portion, welche aus dem 
ganzen wahrend des Versuches gesammelten Saftes gewonnen worden 
war, bestimmt. Die untersuchten Stoffe wurden den Tieren subkutan 
oder haufiger intravenés (V. saphena), sowohl vor Anfang der Schein- 
ernahrung wie auch im Laufe derselben, eingefiihrt. Die Feststellung 
von HCl erfolgte vermittelst Titrierung einer Lésung 1: 10 von NaOH, 
und Pepsin wurde nach dem Verfahren von Metta bestimmt. Es wurde 
der EinfluB auf die Arbeit der Magendriisen von Adrenalin (P. D.), 
von Pituitrin, selbsthergestelltem Wasserextrakt aus dem Mittelteil 
der Hypophyse von Kalbern untersucht. Wir sind in erster Linie auf 
die erwihnten Inkrete deshalb aufmerksam geworden, weil Adrenalin 
vom chemischen und physiologischen Standpunkte mit geniigender 
Vollstandigkeit untersucht worden ist, und weil Pituitrin in seiner 
Wirkung auf den Blutdruck und auf das Gefai®B- und Herzsystem sehr 
spezifisch ist und daher in letzter Zeit bei vielen Arbeiten, welche die 
pharmakologische Wirkung dieses oder jenes Stoffes auf das Herz- 
und GefaiBsystem zum Gegenstand haben, als Kontrollpriparat zur 
Geltung gelangt ist. Vor Anwendung wurde die Aktivitat der Priparate 
am Blutdruck gepriift. 

Vor Darlegung der Ergebnisse der Beobachtungen vom Verfasser 
selbst sollen hier in aller Kiirze andere Arbeiten, welche in dieser oder 
jener Form das Studium der Wirkung des Adrenalins und des Pituitrins 
auf die Magensekretion zum Gegenstand hatten, Erwihnung finden. 

DaB der morbus Addisoni, dessen Ursache in einer Erkrankung des 
Markteiles der Nebennieren liegt, haiufig von Achylie begleitet wird, ist 
schon langst bekannt, jedoch ergaben Versuche an Tieren, die zam Zwecke 
des Studiums des Adrenalins auf die Magen- und Darmsekretion unter- 
nommen worden waren, durchaus keine eindeutigen Resultate. Bei seinen 
Versuchen an Menschen und Tieren hat Jukawa nachgewiesen, daB bei 
Eingabe von acht Tropfen Adrenalin an Menschen das Quantum der Salz- 
siure, sowohl im freien wie im gebundenen Zustande, erhéht wird. Doch 
kénnen die bereits ersch6pften Drisen durch dieses Inkret nicht mehr zu, 
Tatigkeit gebracht werden. An Hunden mit Pawloff-Ventriculus hat Jukawg 
bewiesen, da die Eingabe oder intravenése Einfiihrung von Adrenalj,, 
eine Steigerung der Magensekretion hervorruft. Auf ahnliche Weise hg; 
Bouché bei Eingabe von 20 Tropfen Adrenalin 5 Minuten vor dem Prope. 
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friihstiick den Sauregehalt des Magensaftes dadurch gewoéhnlich erhdhi. 
Eine derartige Wirkung des Adrenalins wird gewohnlich mit seinem Einflu33 
auf den Blutdruck in Verbindung gebracht, ebenso die aufhaltende Wirkung 
dieses Inkrets auf die Pankreassekretion (Kagejama). Loeper und Verpy 
injizierten acht Personen je 1 mg Adrenalin in die Muskeln und kon- 
statierten dabei eine Steigerung des allgemeinen Siuregehalts und freien 
HCl, welche besonders im Laufe einer Stunde nach der Injektion sich 
auBerte, um in der darauf folgenden halben Stunde wieder zu verschwinden. 
Im Gegensatz zu diesen Angaben haben die neuetsen Forschungen von 
Rogers, Rahet, Fawcett und Hackell festgestellt, daB bei subkutaner Injektion 
der unkoagulierbare Teil des Nebennierenextraktes die Magensekretion 
von Hunden mit Pawloff-Ventriculus hindert; Hess und Gundlach weisen 
auch auf eine hintanhaltende Wirkung des Adrenalins auf die Magen 
sekretion, sowohl in bezug auf deren Quantum wie auf deren Konzentration 
die im Laufe von 15 bis 200 Minuten nach der Injektion zum Vorschein 
kommt. Bei Injektionen von Adrenalin an magenleidende Menschen hat 
Boenheim auch hiaufiger eine Hintanhaltung der Magensekretion beob- 
achtet. 

Verfasser hat im ganzen an zwei Hunden neun Adrenalinversuche 
vorgenommen, bei welchen Adrenalin P. D. in verschiedenen Dosen 
(0,02 bis 0,1 pro Kilogramm Gewicht), sowohl vor Anfang wie wahrend 
der Scheinernihrung, intravenés eingefiihrt wurde. Die Injektionen 
selber wurden von den Tieren gut vertragen, abgesehen von etwas 
Herzklopfen. In den angegebenen Dosen hat Adrenalin an und fiir 
sich keine Magensekretion hervorgerufen. Bei Kinspritzung vor Anfang 
der Scheinernihrung hat Adrenalin eine Anderung des Ganges der 
Magensekretion nur wahrend der ersten 5 bis 10 Minuten nach der 
Injektion hervorgerufen, und zwar insofern, als das Quantum des 
abgesonderten Saftes im Vergleich zur Norm merklich verringert wurde 
(2 bis 5 ccm anstatt der iiblichen 20 bis 25 cem im Laufe von 5 Minuten); 
im weiteren ging die Sekretion auf die iibliche Weise fort. Lieferte 
das Tier bei Scheinernihrung wahrend einer Versuchsstunde 230 ccm 
Saft (Hund Nr. 1), so anderte sich die Sekretion bei der gleichen Schein- 
ernihrung nach einer Adrenalininjektion fast gar nicht (etwa 200 ccm) 
Eine derartige schnell vergiingliche hintanhaltende Wirkung des Adre- 
nalins auf die Magensekretion ist gew6hnlich besonders bei Injektionen 
auf der Héhe der durch die Scheinernihrung verursachten Sekretion 
zu verzeichnen: so z. B. kamen in einem der Versuche wihrend der 
ersten 40 Minuten im Durchschnitt 18 bis 20 ccm Saft auf jede 5 Minuten ; 
spiter, nach einer Adrenalininjektion von 1: 1000 in einer Dosis von 
0,03 pro Kilogramm Gewicht, tritt eine Unterbrechung ein (obwobhl 
das Tier mit dem Essen nicht aufhért), welche 10 Minuten dauert, 
im weiteren iibersteigt sogar das Quantum des Saftes pro 5 Minuten 
das entsprechende Quantum in der Vorinjektionszeit. Was die Qualitat 
des bei Adrenalininjektion flieBenden Saftes anlangt, so andert sich 
dessen Verdauungswirksamkeit gar nicht (5 bis 5,5 fiir den Hund Nr. | 
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und 4,5 fiir den Hund Nr. 2); der Saéuregehalt scheint ein wenig erhéht 
zu sein (0,5329 und 0,5256 % anstatt des gewohnlichen Maximalsiure- 
vehaltes 0,5183°%). Jedoch ist bei der Untersuchung des Magensaftes 
auf Séuregehalt bei Scheinernihrung vor und nach der Adrenalin- 
injektion keine Anderung zu verzeichnen gewesen. Auf diese Weise 


geht aus den Beobachtungen Verfassers hervor, dafs Adrenalin in 
Dosen, welche eine typische Anderung des Blutdrucks hervorrufen, 
keinen merklichen EinfluB auf die erste Phase der Magensekretion 
ausibt, und die anfinglich eintretende, kurz andauernde Hintanhaltung 
vollkommen durch die gefiBverengende Wirkung auf das peripherische 
Blutlaufsystem erklirt werden kann, um so mehr, als eine derartige 
Wirkung besonders deutlich bei den in den Bauchorganen gelegenen 
GefaiBen hervortritt. 

Kine bedeutend merklichere Einwirkung auf die Sekretion der 
Magendriisen ist bei Injektion von Extrakten aus dem Mittelteil der 
Hypophyse, dessen Substanz wir der Kiirze halber Pituitrin benennen 
wollen, beobachtet worden. Die Wirkung des letzteren auf den Blutdruck 
und auf die Morphologie des Blutes ist vom Verfasser in einer anderen 
Arbeit eingehend behandelt worden (Zur Physiologie und Pathologie 
der Hypophyse, Charkow 1921). Uber das Vorhandensein eines Zu- 
sammenhangs zwischen den Funktionen der Verdauungsdriisen und der 
normalen Titigkeit der Hypophyse als Ganzes und ihres Mittelteiles 
im besonderen liefern klinische Beobachtungen geniigenden Beweis: 
obstipatio und achylia gastrica function. sind hiaufige Erscheinungen 
bei Akromegalie und dystrophie adiposo-genitalis (Falta, Biedl). Trotz 
der Knappheit und der Unvollstindigkeit der iiber diese Frage vor- 
liegenden Untersuchungen ist es jedoch notwendig, dieselben zu_be- 
achten. Einerseits wurde die Wirkung des verkiuflichen Pituitrins 
(Extrakte aus dem mittleren und hinteren Teile) auf Kranke, welche 
an funktionellen und organischen Stérungen des Magen- und Darm- 
apparates litten, studiert, andererseits wurden Versuche an Tieren 
vorgenommen, wobei Hypophyseextrakte ins Blut eingefiihrt wurden 
und die dabei eintretenden Stérungen im Gange der Magensekretion 
zur Untersuchung kamen. 

Unter den Untersuchungen ersterer Art soll die Arbeit Pals Er- 
wahnung finden, welcher eine Verringerung der Saurehaltigkeit (einer 
allgemeinen und freien HCl) und der Verdauungswirksamkeit des 
Saftes bei an Superaciditas erkrankten Patienten, bei denen subkutane 
Injektionen von Pituitrin P. D. oder von Pituglandol in 0,5 bis 1,0 Dosen 
vorgenommen worden waren, feststellte. Eine ahnliche Wirkung wird 
durch die Einnahme von Hypophysin (aus der ganzen Hypophyse 
hergestellte Tabletten) beobachtet. Pal meint, daB der Grund der von 
ihm beobachteten Erscheinungen in der reizenden Wirkung des Pituitrins 
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auf die hintanhaltenden Fasern im Nervus sympathicus liegt. Hoffma) 
hat in 12 Fallen der Einwirkung von Pituglandol auf Menschen ei 
Erhéhung des Magensaftquantums festgestellt, wobei letzterer gleic 
zeitig in bezug auf Eiwei® und Fermente weniger konzentriert wurd 
und Spuren von Salzsiiure enthielt. In den iibrigen vier Fallen trat 
eine Verringerung des Magensaftquantums ein, oder es blieb auch de 
status quo ante, wihrend das absolute Quantum der freien Salzsiur: 
erhoht war. Boenheim gibt eingehendere Data, die er bei Unte: 
suchung der Wirkung von Hypophysin (ohne Angabe der Firma 
an Patienten mit Superaciditas, Ule. ventr., Subaciditas usw. gewann ; 
die Injektionen erfolgten subkutan. Die SchluBfolgerungen von Boe»- 
heim gehen dahin, daB Hypophysin die Sekretion quantitativ hera))- 
setzt und die Siurehaltigkeit des Magensaftes, wenn auch nicht standiz 
verringert, in denjenigen Fallen, wenn bei Patienten gesteigerte Sekretion 
und Saurehaltigkeit zu bemerken war; in Fallen normaler Saurehaltig- 
keit wird das Quantum des Magensaftes unter dem Einflu8 von Hypo- 
physin erhéht und die Verdauungswirksamkeit dabei ein wenig herah 
gesetzt. 

Bei Tieren haben die Arbeiten mit Pituitrin, wenn auch vereinzelte, 
so doch bestimmtere Ergebnisse geliefert. 

So z. B. beobachteten Hess und Gundlach bei Hunden mit einer 
infolge von Histamininjektionen erhéhten Sekretion der Magendriisen 
eine gewisse Hintanhaltung dieser Wirkung nach der Einfiihrung von 
Pituglandol. Eingehendere Resultate werden von den amerikanischen 
Forschern Rogers, Rahet, Fawcett und Hackell, die an Hunden mit 
Pawloff-Ventriculus eine hintanhaltende Wirkung der nicht koagulier- 
baren Fraktion des subkutan eingefiihrien Wasserextraktes aus der 
Hypophyse beobachteten, angefiihrt, jedoch ist diese Wirkung, wic 
aus den unten angefiihrten Tabellen ersichtlich, durchaus nicht standig. 
SchlieBlich fiihrt Predtetschensky bei der Beschreibung von Fallen 
eines funktionellen Hyperpituitrismus mit herabgesetzter Saure- 
haltigkeit und heftigen Durchfillen einen Versuch mit der Wirkung 
von Pituitrin P. D. auf die Magensekretion eines Hundes mit Pawloff- 
Ventriculus, welchem vermittelst Sonde 5proz. Liebigextrakt in den 
Magen und darauf intravenés Extrakt in einer Dose von 0,5 eingefiihr' 
wurde, an, Ohne Extrakt wurden 29,4ccm Saft abgesondert, nach de: 
Injektion unter den gleichen Bedingungen und wiahrend der gleichen 
Zeit 4,6cem. Auf diese Weise ist es méglich, sogar auf Grund dieser 
ganz vereinzelten Angaben und trotz der Anwendung von verschiedenen 
Forschungsmethoden zu schlieBen, daB Extrakte aus dem mittleren 
(zusammen mit dem hinteren) Teile der Hypophyse die Magensekretion 
hintanhalten und die Siaurehaltigkeit und die Verdauungswirksamke it 
des Saftes augenscheinlich herabsetzen. 
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Verfasser hat an zwei Hunden 11 Versuche mit Pituitrin (Wasser- 
«xtrakt aus dem Mittelteile der Driise allein) vorgenommen, bei welchem 
die Sekretion sowohl von der quantitativen, wie, soweit méglich, von 
der qualitativen Seite wihrend 1 bis 2 Stunden bei intravendéser (seltener 
subkutaner) Injektion von Extrakt vor Anfang und wihrend der 
Scheinernihrung untersucht wurde. 

Laut Protokollen und Versuchen verzégert die intravenése Ein- 
fiihrung von Pituitrin vor Anfang der Scheinernihrung in einer Dose 
von 0,035 einer 1:10 Lésung pro Kilogramm Gewicht den iiblichen, 
durch vorherige Beobachtung festgestellten Gang der Magensekretion: 
anstatt 230 bis 240 ccm Saft pro Stunde Scheinernihrung wurden nach 
der Injektion nur 60 cem im Laufe der ersten Stunde (bei fortgesetzter 
Scheinernahrung und trotzdem das Tier mit dem gleichen Appetit 
weiterfraB) abgesondert, und im weiteren wurde die Sekretion noch 
mehr herabgesetzt. Auf ahnliche Weise wurde auch die Saurehaltigkeit 
des Saftes (z. B. von 0,4964 auf 0,3942°) und seine Verdauungs- 
wirksamkeit (4,5 anstatt 5,6) herabgesetzt. Die Wirkung der erwaihnten 
Dose Pituitrin ist aber dabei noch nicht erschépft. Am der Injektion 
folgenden Tage wurden im Laufe einer Stunde Scheinernahrung 23cem 
Magensaft bei einer Saiurehaltigkeit von 0,2260 und einer Verdauungs- 
wirksamkeit von 4 abgesondert. Am darauf folgenden Tage war die 
Ausscheidungsarbeit des Magens bei derselben Ernaihrung 80 ccm pro 
Stunde, am dritten Tage 71 ccm, an diesem Tage wurde im Laufe einer 
zweiten Stunde Scheinernihrung etwas mehr Saft abgesondert, jedoch 
noch immer weniger als wihrend der Vorinjektionsperiode (11 ccm 
pro 5 Minuten anstatt der iiblichen 20 bis 25 ccm). Die Saurehaltigkeit 
und die Verdauungswirksamkeit kehren dabei allmahlich zur Norm 
zuriick (0,4015°% und 4,5 bis 5 anstatt 0,49°% und 5,5). Erst am 
vierten Tage nach der Injektion war die Sekretion wieder normal 
(227 ccm pro Stunde) bei einer Siurehaltigkeit von 0,4891° und 
Verdauungswirkung = 5. Die Wirkung des Pituitrins ist jedoch noch viel 
demonstrativer, falls dasselbe wihrend der Scheinernahrung intravenés 
eingefiihrt wird: der iibliche Verlauf der Sekretion wird sofort unter- 
brochen und bleibt wahrend 2 bis 3 Tagen hintangehalten. Es soll hier 
einer der Versuche angefiihrt werden: Wahrend der ersten drei bis 
vier 5-Minuten-Abschnitte der Ernihrung wird 20 ccm Saft fiir jeden 


Abschnitt abgesondert. Nach 20 Minuten wird eine intravenése Einfiihrung 
von Pituitrin (in einer Dosis von 0,075 pro Kilogramm Gewicht) begonnen, 
die etwas iiber eine Minute dauert, und im Laufe dieser Minute laufen 
etwa 10 ccm Saft ein, darauf, nach Einfiihrung des Stoffes, hért wihrend 
20 Minuten die Sekretion fast giinzlich auf, und nur wahrend der 45. Mi- 
nute faingt eine biliargefirbte Fliissigkeit zu erscheinen an, und zwar 
in einem Quantum von 3 bis 5ccm pro 5 Minuten, wobei Spuren von 
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Salzsiure in ihr festzustellen sind. An diesem Tage konnten die Sau 
haltigkeit und die Verdauungswirksamkeit infolge des starken Galley. 
einwurfs in den Magen nach der Injektion nicht berechnet werde: 
Am nachsten Tage wurden wahrend einer Stunde Scheinernihrung 52 cc: 
anstatt der iiblichen 190 bis 200 ccm abgesondert, bei einer Saure- 
haltigkeit von 0,4745 °% (normal 0,511 bis 0,49 %) und bei einer normalen 
Verdauungswirksamkeit von 4,5. Am zweiten Tage gab es 68 ccm 
Saft derselben Siurehaltigkeit und Verdauungswirksamkeit; ai 
dritten Tage 189 ccm, Saurehaltigkeit 0,4964°, und 4,5 Verdauungs.- 
wirksamkeit. Bei den iibrigen Versuchen mit Pituitrininjektionen waren 
dieselben Ergebnisse zu verzeichnen; bei subkutaner Einfithrung war dic 
Wirkung genau die gleiche, nur spater eintretend und weniger intensiv. 

Im groBen und ganzen verursacht Pituitrin (Extrakt aus dem 
Mittelteile 1:10), in einer Dose von 0,025 bis 0,075 pro Kilogramm 
Gewicht, in die Vene eingefiihrt, eine heftige hintanhaltende Wirkung, 
welche 2 bis 3 Tage nach der Injektion dauert, bei allmihlicher Er- 
héhung des quantitativen Volumens des Magensaftes, dessen Siure- 
haltigkeit und Verdauungswirksamkeit gewéhnlich im Vergleich zu 
denselben Eigenschaften vor der Injektion herabgesetzt bleiben, ob- 
wohl die hauptsiachlichen Anderungen vor allem die quantitative Seite 
der Sekretion betreffen. 


Die charakteristischen Merkmale der Wirkung des Pituitrins sind 
wie folgt: sofort nach Injektion hért die Sekretion fiir 20 Minuten 


oder noch linger auf (je héher die Dose, desto starker die Wirkung). 
In der Regel héchstens 5 Minuten nach der Injektion laBt sich Darm- 
knurren vernehmen, und die darauf in kleiner Menge erscheinende 
Fliissigkeit ist mehr oder minder stark durch Galle gefirbt, welche 
aus dem Duodenum in den Magen eingeworfen wird. In den auf dic 
Injektion folgenden Tagen ist Knurren noch zu vernehmen, und Gallen- 
einwurf laBt sich noch beobachten. AuBerdem sticht noch der ungleich- 
maBige Charakter der Sekretion wahrend der auf die Injektion folgenden 
Tage in die Augen: entweder erscheint gar kein Saft wahrend 5 bis 
10 bis 15 Minuten, oder es flieBt auf einmal ziemlich viel davon. 

Da8B Pituitrin tatsichlich auf die Darmperistaltik einwirkt, ist 
lingst bekannt. 

So z. B. hat Franschini bei Injektionen von Hypophysenextrakt an 
Kaninchen die heftigsten Durchfille und sogar Wunden in den Darmen 
beobachtet. Dabei wird laut den Beobachtungen von Hussay und Beruti, 
Shamoff usw. zu Anfang der Wirkung des Extraktes aus dem hinteren 
Teile erst eine Verzégerung der Kontraktion, allerdings eine sehr kurz 
anhaltende, festgestellt, darauf tritt bald eine Verstarkung, die 24 Stunden 
und noch langer dauert, ein. Bayer und Peter halten eine derartige Wirkuny 
fiir ein Resultat der anfanglichen Reizung des nervus sympathicus durc!: 
Pituitrin und einer darauf folgenden Reizung des Auerbach-Plexus und 
der postganglionaren Fasern. 
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Die vom Verfasser zwecks Feststellung von deren Einwirkung 
auf die Magensekretion erprobten Injektionen von Pituitrin P. D. 
und von Vaporole (Wasserextrakte aus dem mittleren und hinteren 
Teile der Driise zugleich) haben ganz analoge Resultate ergeben, blo 
war bei der Anwendung derselben Dose die Intensitét der Wirkung 


etwas geringer. Sollten die vom Verfasser bei den Injektionen in An- 


wendung gebrachten Quanta des Extraktes auf das ihnen entsprechende 
Quantum des frischen Driisengewebes umgerechnet werden, so wird 
es ersichtlich, daB eine hintanhaltende Wirkung auf die Magensekretion 
bereits bei 0,0025 pro Kilogramm Gewicht zum Vorschein komme 
und, falls dabei in Betracht gezogen wird, daB in den Extrakt aus dem 
mittleren Teile auch Teilchen aus dem nichtaktiven hinteren Teile 
kommen und da in den erwaihnten Quantititen frischen Gewebes noch 
weniger des hypothetischen Inkretes enthalten ist, so ist es méglich, auf 
Grund dieser Unterlagen sich ein Urteil itiber den Grad der Wahlbeziehung 
des mittleren Teiles der Hypophyse zur Magensekretion zu bilden. 
Um der Frage iiber den Weg einer so auBerordentlichen Wirkung 
des Pituitrins auf die Magensekretion etwas naiher zu treten, hat Ver- 
fasser Versuche mit subkutanen Injektionen von Pilocarpin muriat. 
in Dosen von 0,005 pro Kilogramm Gewicht vor und nach den Pituitrin- 
injektionen unternommen. So wurde bei einem der Versuche die Sekre- 
tion bei Scheinernihrung durch Pilocarpin von 25 bis 30 cem auf 40 cem 
in 5 Minuten erhéht, darauf wurde Pituitrin eingefiihrt, und zwar 
in einer durchschnittlich wirksamen Dose 0,05 pro Kilogramm. Die 
Wirkung war die iibliche: die Sekretion, welche wihrend der ersten 
5 Minuten ginzlich aufgehért hatte, iuBerte sich spater in einer Ab- 
sonderung von 2 bis 5 cem biliargefairbten Saftes pro 5 Minuten. Am 
nichsten Tage wurde Pituitrin in derselben Dose intravenés eingefiihrt 
und unterbrach die Sekretion, die durch Scheinernihrung hervor- 
gerufen worden war und 5 bis 7 cem pro 5 Minuten betrug. Die darauf 
folgende subkutane Einfiihrung von Pilocarpin erneuerte die Sekretion 
aber nicht. Es konnte dabei auch beobachtet werden, da’ im ersten 
Falle Pituitrin auch die durch Pilocarpin hervorgerufene Speichel- 
absonderung erheblich verringert hatte (in dieser Beziehung wurden 
keine genauen Messungen vorgenommen). Aus allen diesen Versuchen 
folgt somit, da8 Pituitrin die durch die Wirkung von Pilocarpin auf 
das Ende des Nervus vagus hervorgerufene Erhéhung der Magen- 
sekretion unterbricht. Beim physiologischen Zustande des tierischen 
Organismus hilt der Mittelteil der Hypophyse, nach der hintanhaltenden 
Wirkung von deren Extrakten auf die Magen- und ebenso auf die 
Pankreassekretion (Kagejama) zu urteilen, die Spannung der funk- 
tionellen Tatigkeit der entsprechenden Driisenelemente zuriick, und 
in bezug auf deren Arbeit spielt sie dieselbe Rolle wie die subventrikulare 
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Driise in bezug auf die glykogene Funktion der Leber; daher ka. | 


das Inkret des Mittelteiles der Hypophyse mit vollem Rechte zu dvr. 


jenigen Gruppe der Driisen innerer Sekretion zugerechnet werden 


die den Namen einer retardiven oder assimilatorischen tragt und den 


Gang der synthetischen Prozesse im tierischen Organismus sichert. 
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Tabeile I. (Hund Nr. 1.) 


Intravenése Injektion von Adrenalin vor der Scheinernihrung. 





wae i F Nach Injektion von Nach Injektion von 
Zeit Scheinernahrung Adrenalin 0,015 pro kg Adrenalin 0,02 pro kz 


10h O0O— 5’ 0 0 0 


5—10 10 2 5 
10—15 27 23 20 
15 —20 30 30 25 
20—25 30 25 23 
25—30 20 23 20 
30—35 22 24 20 
35—40 25 21 18 
40—45 25 24 17 
45 —50 18 24 14 
50—55 15 20 16 
55—60 15 18 15 


Saurehaltigkeit Saurehaltigkeit Saurehaltigkeit 
0,5037 % 0,5329 % 0,5256 % 


Verdauungswirk- Verdauungswirk- Verdauungswirk 
samkeit 5,5 samkeit 5,5 samkeit 5,0 





10 


p! 
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r ka Tabelle I]. (Hund Nr. 2.) 
zu der. Intravenése Adrenalininjektion — 0,03 pro Kilogramm Gewicht. 
verde: 
nd den Zeit Norm, Scheinernahrung Adrenalininjcktion 
hert. ee 
10h 0— 5 0 0 
5—10 16 15 
y 10—15 20 
Curs: 15—20 ; 22 
kretion, 20 —25 20 
Biedl, 25—30 18 
tion zu 30 —35 18 


d Ver 35—40 15 
Peer tn 40—45 0 
915. 45—50 0 
50 —55 25 


olle in 
scl 55—60 30 


umMowW- 
Peters Saurehaltigkeit Saurehaltigkeit 
0,4964 % 0,4745,% 
Verdauungswirk- Verdauungswirk- 
samkeit 4,5 samkeit 4,5 


Tabelle III. (Hund Nr. 1.) 


Intravenése Pituitrininjektion vor Anfang der Scheinernihrung 





‘ochen- ‘ ie , 
61. Dose 0,035 pro Kilogramm. 
_ Arch. 


1. Tag 2. Tag 3. Tag 4. Tag 
nach der nach der nach der nach der 
Injektion Injektion Injektion Injektion 


Injektionss 
tag 


0 


10h 0— 5’ 0 
5—10 15 
10—15 19 


0 0 
6 
é 
15—20 25 6 
6 
7 
6 


4 
3 


20—25 25 

25—30 30 

30—35 25 

35—40 25 6 

40 —45 20 6 

45—50 25 4 

50—55 20 4 

55—60 20 2?) *) 
Saurehaltig- Saurehaltise Saurehaltige Saurehaltig- Saurehaltige Saurchaltig- 
keit 0,5183°) keit 0,3942°|, keit 0,2263%) keit — keit 0.4015) keit 0.40159, 


r~I QD Or-3 +1 oO 


1 +1 +1 +1 & DS DOD GO 


~_ 
= #y 
— 


Verdauungs- Verdauungs- Verdauungs- Verdauungss Verdauungss Verdauungs- 
wirksamkeit | wirksamkeit wirksamkeit wirksamkeit wirksamkeit wirksamkeit 
5,5 4,5 4,0 _ 45 55 


keit 1) Injektion wahrend der Ernahrung. 

2) Sowohl am Injektionstage wie am darauffolgenden erscheint Galle. 
wirk 3) Wahrend der zweiten Stunde ist die Sekretion herabgesetzt. 11 cem 
»,0 5 Minuten. 
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Tabelle IV. (Hund Nr. 2.) 
Intravenése Pituitrininjektion — 0,075 pro Kilogramm 
wahrend der Scheinernihrung. 





Tec > Tec Tea 

Zeit Injektionstag nach der Itektion nach dor Ilektion nach pty 
10h QO— 5’ 0 0 0 0 
5—10 17 2 3 16 
10—15 20 6 5 22 

eC a 
15—20 20 6 7 20 
Verdauungss 
wirksamkeit 4,5 

20— 25 101) 8 8 18 
25—30 0 10 4 15 
30—35 0 8 4 15 
35—40 0°) ! -6 13 
40—45 0 6 8 16 
45—50 5 5 4 19 
50—55 3 8 3 19 
55—60 53) 2 3 16 

Saurehaltigkeit Saurehaltigkeit Saurehaltigkeit 

0,47459/, 0,4745°' 049604"), 
Verdauungss Verdauungs: Verdauungs- 
wirksamkeit 4,5 wirksamkeit 4,5 wirksamkeit 4,5 


Tabelle V. (Hund Nr. 2.) 
Subkutane Injektion von Pituitrin 0,07 pro Kilogramm und intravenise 
0,05 wihrend der Scheinernihrung. 





mul ican Ls. a. tag 3. Tag & Teg 
wid iniektlonsteg | Injektion | Injektion | "8h der Injektion | Trick tion 
10h O— 5’ 0 0 ) 0 0 
5—10 10 2 2 0 5 
10—15 17 2 7 11 15 
15—20 20 2 3 3 15 
20—25 20 2 5 10 10 
25—30 254) 3 3 14 15 
30—35 15 2 3 10 20 
35—40 10 1 4 7 25 
40—45 15 2 2 10 30 
45—50 15 2 3 9 22 
50—55 13 2 2 7 20 
55—60 13 2°) 2 7 20 
ll 0— 5 7”) 
5—10 7 
10—15 7 
15—20 7 
Saurehaltigkeit 0,4745 °}, Saurehaltigkeit 0,4818 |p 
Verdauungswirksamkeit Verdauungswirksamkeit 
4.0 4,5 
1) Injektion wahrend der 21. Minute. — *) Darmknurren und weiter 
Galleneinwerfen. — *) Die Saurehaltigkeit und die Verdauungswirksamkeit 
wurden wegen des starken Galleneinwurfs nicht bestimmt. — 4) Injektion 
wahrend der 30. Minute. — *) Intravenése Injektion um 11 Uhr. — *) Gall: 


erscheint standig. 
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Tabelle VI. (Hund Nr. 2.) 





Intravenése Pituitrininjektion — 0,025 pro Kilogramm. 
1. Tag 2. Tag 
Zeit Injektionstag nach der nach der 
Injektion Injektion 
10 O— 5’ 0 0 0 
5—10 5 0 2 
10—15 15 0 15 
15—20 5 2 15 
20—25 10 8 12 
25—30 15 0 7 
30—35 20 0 7 
35—40 25 5 8 
40—45 30 15 10 
45—50 20 3 7 
50—55 15") 3 5 
55—60 0 3 4 
ll 0— 5 0?) *) 
5—10 10 
biliargefarbt 
10—15 10 
biliargefarbt 
15—20 
20—25 10 
25—30 5 
30—35 5 


Tabelle VII. (Hund Nr. 2.) 
Pilocarpin — 0,005 pro Kilogramm subkutan; Pituitrin — 0,05 pro Kilo- 
gramm intravends. 








Injektion von Injektion von Injektion von Injektion von 
Zeit Pilocarpin und Pituitrin und Zeit Pilocarpin und Pituitrin und 
Pituitrin Pilocarpin Pituitrin Pilocarpin 
10h O— 5’ 0 0 10h25—30’ 405) 0 
5—10 15 5 30—35 0 0 
10—15 254) 7%) 35—40 4° 0 
15—20 30 0 40—45 6 0 
ar aaa 45—50 10 0 
0,4950 %}, = Aies 
20—25 30 0 fe = : 
Verdauungswirk- dle = 
samkeit 4,5 
1) Injektion wihrend der 54. Minute. — *) Knurren. — *) Am dritten 
Tage Riickkehr zur Norm. — *) Pilocarpininjektion wahrend der 15. Minute. 
— 5) Pituitrininjektion wihrend der 30. Minute. — °) Pituitrininjektion 


waihrend der 15. Minute, Pilocarpininjektion wahrend der 17. Minute. 


Bemerkung. 

Die Abhandlung von A. Palladin: ,,Uber den EinfluB der Abkiihlung 
auf die Kreatinausscheidung*‘, diese Zeitsch. 186, 353, 1923, sollte vor der 
Mitteilung von A. Palladin und A. Kudrjawzeff: ,,Uber den Einflu8 der 
Abkiihlung auf das Muskelkreatin‘‘, diese Zeitschr. 133, 89, 1922, erscheinen; 
infolge der unregelmaBigen Postverbindungen ist die zweite Arbeit friiher 
bei der Redaktion eingegangen. 
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